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6-FAM     6-Carboxy-Fluorescein 
6-TAMRA   6-Carboxy-Tetramethyl-Rhodamin 
 
ABC     ATP-binding cassette 
ALDH1    Aldehyddehydronease 
 
BAX     Bcl-2–Associated X 
BCA     Bicinchoninic Acid 
BSA     Bovines Serum Albumin 
 
CD24     cluster of differentiation 24, heat stable antigen 
CD73    cluster of differentiation 73, Ecto-5’-nucleotidase 
CD90    cluster of differentiation 90, Thy-1 Antigen 
CD133    cluster of differentiation 133, Prominin 1 Antigen 
 
CDK     Cyclin-dependent Kinase 
CDKN2A    Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 2A; p14Arf; p16Ink4a 
cDNA     copy DNA 
COX2    Cyclooxygenase 2 
CT      Cycle Threshold; Ct 
 
DAB     Diaminobenzidine 
DAPI    4',6-diamidino-2-phenylindole 
DNA     Desoxyribonukleinsäure 
dNTP     Desoxy-Nukleosid-5’-Triphosphat 
 
ELT3    Eker-rat derived leimyoma tumor cell, Zelllinie der Eker Ratte 
E2F1     E2F Transkriptionsfaktor 1 
EGF     Epidermal Growth Factor 
bFGF1    basic Fibroblast Growth Factor 1 
FACS    Fluorescence-assisted cell sorting 
FH     Fumarathydratase 
FISH     Fluoreszenz In Situ Hybridisierung 
FKS     Fetales Kälberserum 
 
g       Gravitationsbeschleunigung (9,81 m/s2) 
GAPDH    Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase 
GFP     green fluorescent Protein 
GnRH     Gonadotropin Releasing Hormon 
 
HEPES   2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonsäure 
HMGA2    High Mobility Group AT-Hook 2 
HPRT     Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase 




HRP     horseradish peroxidase, Meerrettichperoxidase 
 
Ki-67     Antigen Ki-67 
mRNA    messenger RNA 
MED12   Mediator komplex subunit 12 
MuLV    murine leukemia virus 
 
NK-Zelle   Natürliche Killerzelle 
 
PCR     Polymerase-Chain-Reaction 
PBS     Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung 
PVDF    Polyvinylidenfluorid 
 
qRT-PCR   quantitative realtime PCR 
  
RIPA    Radioactive immunoprecipitation assay (Puffer) 
RNA     Ribonukleinsäure 
 
SMA     Smooth muscel actin, Glattmuskuläres Actin 
(myo)SP   (myometriale) Seitenpopulation 
SV40(L-Tag)  Simian virus 40 (large T-Antigen) 
 
TP53    p53 Tumorsuppressor 
TSC1    Tuberous sclerosis 1 
TSC2    Tuberous sclerosis 2 
  
VEGF    vaskulärer endothelialer Wachstumsfaktor 
 





Uterine Leiomyome sind eine der häufigsten benignen Tumorerkrankungen bei 
Frauen im gebärfähigen Alter dar (CRAMER and PATEL 1990). Obwohl ein Übergang 
zu einem Leiomyosarkom nicht ausgeschlossen ist (MARKOWSKI, HUHLE et al. 2013), 
zeigen diese Tumoren verhältnismäßig selten eine maligne Transformation (GROSS 
und MORTON 2001). Somit stellen uterine Leiomyome zunächst keine primär lebens-
bedrohliche Erkrankung dar. Dennoch sind sie von großer gesundheitlicher Rele-
vanz, da sie lagebedingt zu abdominellen Schmerzen, Unfruchtbarkeit, 
Schwangerschaftskomplikationen und starken Blutungen führen können (ARANGO et 
al. 1985; STEWART and NOWAK 1996; CARLSON and LESLIE 2010). Es ist daher nicht 
verwunderlich, dass uterine Leiomyome die häufigste Ursache für Hysterektomien 
sind (WILCOX et al. 1994). 
Das kumulierte Erkrankungsrisiko bei Frauen im Alter von 50 Jahren liegt bei 70-
80 % (BAIRD et al., 2003). Trotz dieses stark gehäuften Auftretens ist sehr wenig über 
die Entstehung dieser Tumoren bekannt. Verschiedene Quellen sehen die Ursachen 
für Leiomyome in der hormonellen Umgebung (REIN et al. 1995; ROMAGNOLO, 
CLUZEAUD et al. 1996; ROMAGNOLO, MOLINA et al. 1996; REIN, et al. 1998), in Gen-
Polymorphismen (HODGE et al. 2009), familiärer Disposition (VIKHLYAEVA, et al. 1995; 
LIGON and MORTON 2001), onkogenen Viren (BULLERDIEK et al., 1999) oder micro-
RNAs (LUO and CHEGINI 2008; PAN et al. 2010). Besonders die Ergebnisse jüngerer 
Studien verdichten sich zu der Annahme, dass deregulierte Stammzellen die 
treibende Kraft für die Entwicklung uteriner Leiomyome sein könnten (BULUN et 
2013; ONO, et al. 2007, 2012; SZOTEK et al. 2007; ZHOU et al. 2011).  
Histologisch zeigen uterine Leiomyome größtenteils ein uniformes Bild von gleich-
mäßig angeordneten, spindelförmigen Glattmuskelzellen, welche durch eine Pseudo-




reiche Myom oder das Myom mit erhöhter mitotischer Aktivität dar (IP et al., 2009). 
Tatsächlich zeigt sich jedoch auf genetischer Ebene eine starke Heterogenität der 
Tumoren. So konnten zytogenetisch verschiedene wiederkehrende chromosomale 
Abberationen identifiziert werden (LIGON and MORTON 2000; HODGE and MORTON 
2007). Zu diesen chromosomalen Veränderungen gehören Deletionen im langen Arm 
von Chromosom 7 sowie chromosomale Umlagerungen im Bereich 6p12 oder 
12q14~15 (SANDBERG et al., 2005). Letztere ist in ca. 20 % der uterinen Leiomyome 
detektierbar und stellt somit die häufigste komplexe Chromosomenveränderung bei 
diesen Tumoren dar (HENNIG et al. 1996). Von dieser Rearrangierung betroffen ist 
das HMGA2-Gen (SCHOENMAKERS et al. 1995). Die hieraus entstehenden Fusions-
proteine unterliegen nicht mehr einer normalen Genexpressionskontrolle, wodurch 
es zu einer verstärkten Expression des HMGA2-Proteins kommt (GROSS et al. 2003; 
KLEMKE et al. 2009).  
Da bei den häufig multipel auftretenden Myomen jeder einzelne Tumor ver-
schiedene zytogenetische Abberationen besitzen kann, lässt dies die Vermutung zu, 
dass die verschiedenen Tumoren eines Uterus monoklonal und unabhängig von-
einander entstanden sind (LIGON and MORTON 2000; LOBEL et al. 2006). Untermauert 
wird diese Annahme durch Studien, welche in multiplen Tumoren eine unter-
schiedliche X-Inaktivierung oder ein für den jeweiligen Tumor charakteristisches 
Glucose-6-Phosphat Dehydrogenase Isoenzymmuster zeigten (LINDER und GARTLER 
1965; TOWNSEND et al. 1970; MASHAL et al. 1994, HOLDWORTH-CARSON et al., 2013). 
Tatsächlich wird diese These durch die Präsenz einer jüngst identifizierten Mutation 
gestützt, welche charakteristisch für uterine Leiomyome ist. Mäkinen et al. (2011) 
konnten durch Exom-Sequenzierung Punktmutationen in einem Gen nachweisen, 
welches für den Mediator Subcomplex 12 kodiert. Die Häufigkeit dieser Mutation 
wird mit einem Auftreten in 70 % aller Tumoren beziffert und stellt damit die 
prädominante Mutation in uterinen Leiomyomen dar (MAKINEN et al. 2011). Am 




Leseraster nicht verändert wird. Jedoch sind auch rasterverändernde Mutationen wie 
Deletionen und Insertionen (MAKINEN, HEINONEN et al. 2011; MAKINEN, MEHINE et al. 
2011; MEHINE et al., 2013; MARKOWSKI, HELMKE et al., 2013). Da MED12-Mutationen 
nicht zusammen mit der zuvor beschriebenen 12q14~15-Rearrangierungen in 
Erscheinung treten, stützt dies nicht nur die These einer unabhängige Entstehung 
einzelner Tumoren, sondern lässt auch zwei unabhängige Pathogenesewege 
vermuten (MARKOWSKI et al., 2013). 
Neben den sporadisch auftretenden Tumoren, welche den Großteil der Neuerkran-
kungen ausmachen (FLAKE et al. 2003), existieren auch seltene hereditäre Formen von 
uterinen Leiomyomen. Ein Beispiel für eine erbliche Form von Leiomyomen ist die 
hereditäre Leiomyomatose mit Nierenzellkarzinom (HLRCC-FH). Bei diesem Syndrom 
führt eine Keimbahnmutation im Gen der Fumarathydratase (FH) bei Betroffenen zu 
kutanen und uterinen Leiomyomen sowie dem Auftreten von papillären Nierenzell-
karzinomen (MARTINEZ-MIR et al. 2003). Auch die tuberöse Sklerose manifestiert sich in 
kutanen und uterinen Leiomyomen. Betroffene besitzen Keimbahnmutationen in den 
Tumorsuppressor-Genen TSC1 oder TSC2 und entwickeln neben den erwähnten 
Leiomyomen auch verschiedene andere tumoröse Veränderungen in Nieren und 
Lunge sowie häufig gutartige Hirntumoren (NARAYANAN et al., 2003).  
Neben der genetischen Heterogenität erschwert der Mangel an prädiktiven in vivo 
Modellen die Aufklärung der Pathogenese. Bei einem Großteil der bestehenden 
Tiermodelle handelt es sich um induzierte bzw. Mutationsmodelle (siehe Abbildung 
1). Das bisher bekannteste dieser Modelle ist die so genannte Eker-Ratte. Erstmals 
von Eker et al. (1954) beschrieben, tragen bei diesem Nagermodell Auszüchtungen 
des Stammes Long-Evans eine Insertion im TSC2-Gen (YEUNG et al. 1994). Analog zu 
Menschen, die von tuberöser Sklerose betroffen sind, zeigen mutationstragende 
Ratten neben verschiedenen Tumoren wie Nierenzellkarzinomen oder 
Hämangiosarkomen auch uterine Tumoren mit leiomyomähnlichem 




anderen Mutationsmodellen (siehe Abbildung 1) wird eine Entstehung von uterinen 
Tumoren durch die Überexpression bestimmter Wachstumsfaktoren wie dem vasku-
lären endothelialen Wachstumsfaktor (VEGF) oder der Cyclooxygenase (COX2) 
provoziert, für die jedoch meist keine oder nur eine indirekte Assoziation mit 
uterinen Leiomyomen beschrieben wurde (DIXON et al. 2000; CESEN-CUMMINGS et al. 
2003; FLAKE et al. 2003). Ein Tiermodell, welches nicht auf einer eingeführten 
Keimbahnmutation beruht, ist ein von Porter et al. beschriebenes Meerschweinchen-
modell, bei dem die Inzidenz für uterine Leiomyome durch unphysiologische 
Langzeitgabe von Östrogen erhöht wurde (PORTER et al. 1995). Dieses Modell stellt 
dadurch ein Intermediat zwischen einem spontanen und einem induzierten Modell 
dar. Gleichwohl weist es aber aufgrund einer langen Versuchsdauer und einer gerin-
gen Penetranz Einschränkungen auf.  
Neben den induzierten Tiermodellen sind auch transplantationsbasierte Modelle be-
schrieben. Am weitesten verbreitet ist die Transplantation der ELT3-Zelllinie, die 
sich von Tumoren der ableiten (HOWE et al. 1995) und daher ebenfalls eine Mutation 
im TSC2 Gen aufweisen. Durch Transplantation generierte Tumoren zeigen 
aufgrund ihrer starken Proliferation sowie ihres Metastasierungspotentials und 
sarkomähnlicher Histologie einen malignen Phänotyp (Everitt et al. 1995; Howe et al. 
1995; Hassan et al. 2008; Yu et al. 2009). Neben diesem Modell existieren weitere 
xenogene Transplantationsmodelle, die auf der Transplantation von ganzen 
Tumorfragmenten basieren (unveröffentlichte Daten der Bayer Pharma AG), sowie 






Abbildung 1: Übersicht über die bestehenden Modelle für uterine Leiomyome. 
TX=Transplantation; k.o.=knockout. (Das innerhalb dieser Arbeit beschriebene Modell ist rot 
hervorgehoben) 
 
Eine Etablierung patientenabgeleiteter Tumorzellen, wie sie beispielsweise im Injek-
tionsmodell angewendet wurde, gestaltet sich jedoch meist problematisch, da selbst 
aus metastasierenden Primärtumoren oder Metastasen isolierte Zellen nicht immer 
ein tumorigenes Wachstum aufweisen (MA et al. 2007). Beispielsweise liegt die 





unter 10 % und bei Ovarialkarzinomen bei ca. 33 % (VERSCHRAEGEN et al. 2003). Diese 
Beobachtung wird auf die allgemein starke Heterogenität von Tumoren zurück-
geführt. Das bedeutet, dass ein Tumor keineswegs aus einer uniformen Population 
von Zellen mit identischen Eigenschaften besteht, sondern sich aus assoziierten 
Zellen, wie Immun- oder Stromazellen sowie aus Tumorzellen mit unterschiedlichem 
Wachstumspotential oder „Aggressivität“ zusammensetzt. Diese Beobachtung 
wurde schon früh anhand histologischer Befunde gemacht. Beispielsweise als man 
erkannte, dass Tumoren Bereiche unterschiedlicher Differenzierung zeigen, die 
hinsichtlich Proliferation und Tumorigenität variieren (MAKINO 1956; HEWITT 1958; 
PIERCE and WALLACE 1971). Die darauffolgenden Entdeckungen von Mutationen in 
Onkogenen und Tumorsuppressorgenen in Tumoren verbesserte das Verständnis für 
die Entstehung und Progression von Krebs und erlaubte durch die identifizierten 
Mutationen eine Erklärung der Heterogenität verschiedener Tumoren. Basierend auf 
den zahlreichen neu entdeckten Mutationen entwickelte sich das Konzept der 
„Somatischen Evolution“ (COLLINS et al. 1980). Dieses sieht die Ursache für 
Tumorentstehung und -progression in einer sukzessiven Anhäufung von Mutationen 
und einer nachfolgenden Selektion von robusten bzw. aggressiven Klonen (KNUDSON 
1971; NOWELL 1976; FEARON and VOGELSTEIN 1990). Die Heterogenität eines Tumors 
sei somit weitgehend durch zunehmende mutationsbedingte genomische Instabilität 
der Tumorzellen bedingt (NOWELL 1991; FUJIWARA et al. 1998; LENGAUER et al. 1998; 
RAPTIS and BAPAT 2006; YE et al. 2007) und somit das Resultat eines stochastischen 
Prozesses. 
Versetzt zu dieser Entwicklung führten Erkenntnisse, die aus der voranschreitenden 
Identifizierung von Stammzellen in diversen Geweben gewonnen wurden, zu der 
Annahme, dass auch in Tumoren stammzellähnliche Zellen für die Tumorhetero-
genität verantwortlich sein könnten (PIERCE and WALLACE 1971). So wurden bei-
spielweise erstmals bei Patienten mit akuter myeloischer Leukämie Zellen mit unter-




einer hierarchischen Organisation dieser Krankheit sind (BONNET and DICK 1997). 
Mittlerweile konnten nicht nur bei Leukämien Subpopulationen mit unter-
schiedlicher Tumorigenität identifiziert und isoliert werden, sondern auch bei zahl-
reichen soliden Tumoren wie Mammakarzinomen (Al-Hajj et al., 2003), Hirntumoren 
(SINGH et al., 2003; HUENG et al., 2011; GAMBELLI et al., 2012), Pankreaskarzinom (LI et 
al., 2009), beim Colonkarzinom (DALERBA et al., 2007) und in Hepatomazellen 
(HAYASHI et al., 2011). Zusätzlich gibt es Hinweise auf die Beteiligung von endo-
metrialen Stammzellen (TAYLOR 2004) in verschiedenen gynäkologischen, neoplasti-
schen Erkrankungen wie Endometriose (GARGETT and CHAN 2006; CERVELLO et al. 
2007), Ovarialkarzinomen (ZHANG et al. 2008; SHI et al. 2010) oder Endometrium-
karzinomen (TAYLOR 2004; HUBBARD et al. 2009; HUBBARD and GARGETT 2010).  
Diese Beobachtungen werden in der „Krebsstammzellhypothese“ vereint (TAN et al. 
2006). Sie postuliert, dass bei den meisten Krebsarten, im Gegensatz zum stochas-
tischen Modell der „Somatischen Evolution“, eine Konzentration von Mutationen 
innerhalb einer bestimmten Zelle des Tumors vorliegt (PARDAL et al. 2003; PEREZ-
LOSADA and BALMAIN 2003; VISVADER and LINDEMAN 2008; LIU et al. 2011). Dies 
impliziert, dass nicht alle Zellen des Tumors ursprünglich gleich sind, sondern eine 
hierarchische Ordnung vorliegt. Innerhalb dieser Hierarchie existiert eine Subpop-
ulation von Zellen, welche aus einer einzelnen mutierten Zelle hervorgeht und die 
für die Ausbildung und Aufrechterhaltung eines Tumors verantwortlich ist (TAN et 
al., 2006). Diese Subpopulation rekapituliert im Wesentlichen die Eigenschaften von 
gesunden, gewebstypischen Stammzellen, welche durch die Fähigkeit zur 
Selbsterneuerung (self-renewal) und Differenzierung via asymmetrischer Teilung die 
Gewebshomöostase aufrecht erhalten (siehe Abbildung 2). Man nimmt an, dass in 
Krebsstammzellen vergleichbare Mechanismen existieren, welche den Tumor 
aufrechterhalten. Damit wäre die Heterogenität eines Tumors das Resultat von 
Differenzierungsvorgängen in den Tumorzellen bzw. prä-malignen Vorstufen 




Allerdings ist die Verwendung des Begriffs Krebsstammzelle nicht eindeutig defi-
niert. Einerseits wird dieser Begriff konzeptionell verwendet, um initiale Zellen zu 
beschreiben, die durch die Produktion maligner Tochterzellen eine Krebserkrankung 
vorantreiben oder konstant halten. Andererseits wird dieser Begriff auch im 
experimentellen Kontext verwendet, um einen, meist anhand von 
Oberflächenmarkern, isolierten Subtyp von Zellen zu beschreiben, der in der Lage 
ist, eine neoplastische Erkrankungen durch Transplantation in immundefiziente 
Tiere weiterzugeben (TAN et al., 2006; VALENT et al., 2012).  
Auch wenn sich beide Definitionen nicht ausschließen, ist die Herkunft der meisten 
Krebsstammzellen noch ungeklärt (SELL and PIERCE 1994; PEREZ-LOSADA and 
BALMAIN 2003; VISVADER and LINDEMAN 2008; VISVADER 2011). Es erscheint nachvoll-
ziehbar, dass eine Krebsstammzelle aus einer initial mutierten Stammzelle hervor-
gehen könnte, da diese durch ihre Langlebigkeit und ihr starkes Selbsterneuerungs-
potential bzw. ihre Teilungsrate eine höhere Wahrscheinlichkeit für die 
Anreicherung onkogener Mutationen besitzt (VISVADER 2011). Jedoch ist es auch 
denkbar, dass Tumorstammzellen de novo aus differenzierten Zellen hervorgehen, die 
durch Mutationen Stammzelleigenschaften wie beispielsweise ein verstärktes 
Selbsterneuerungspotential erlangt haben (siehe Abbildung 2) In murinen Modellen 
für Pankreas- und Darmkrebs konnte durch die Expression von Onkogenen unter 
zellspezifischen Promotoren Stammzellen als Ausgangszellen identifiziert werden 
(BARKER et al. 2009; WANG et al. 2009), allerdings müssen diese betroffenen Zellen 
nicht klinisch auffällig werden, wie beispielsweise bei der chronisch myeloischen 
Leukämie. Hier tragen hämatopoetische Stammzellen eine chromosomale 
Abberation (Philadelphiachromosom). Dennoch ist die Hämatopoese während der 
chronischen Phase verhältnismäßig gering beeinträchtigt. Erst eine spätere 
Aktivierung von beta-Catenin in den stärker differenzierten Granulozyten-
Makrophagen-Vorläufern führt zur verstärkten Selbsterneuerung und zur klinisch 




Experimenten eine stärkere Transplantierbarkeit zeigen als die unreiferen 
hämatopoetischen Stammzellen (JAMIESON et al. 2004).  
 
 
Abbildung 2: Die Krebsstammzellhypothese (Darstellung modifiziert nach (Pardal, Clarke et al. 
2003)  (a) Während der Embryogenese reifen aus embryonalen Vorläufern spätere multipotente 
adulte bzw. somatische Stammzellen (A). Diese halten durch Selbsterneuerung (self-renewal) die 
eigene Population konstant, können aber durch asymmetrische Teilung stärker differenzierte 
Vorläuferzellen bilden (B). Diese in ihrer Entwicklungsrichtung festgelegten Vorläuferzellen 
differenzieren über weitere transiente Zwischenstufen letztendlich zu spezialisierten, terminal 
differenzierten Zellen, welche keine oder nur eine eingeschränkte Teilungsfähigkeit besitzen (C). 
(b) Durch Mutationen können terminal differenzierte Zellen oder solche deren weitere 
Entwicklungsrichtung determiniert ist, eine Aktivierung von Selbsterneuerungsmechanismen 
erfahren. Ebenso können sich adulte Stammzellen durch Mutationen der kontrollierten 
Selbsterneuerung entziehen (D). Daraus resultierende Prä-Krebstammzellen zeigen noch kein 
unkontrolliertes Wachstum und können auch weiterhin differenzierte Zellen bilden. Allerdings 
können sie weitere onkogene Mutationen anhäufen und dadurch zu Krebsstammzellen werden 
(E). Krebsstammzellen zeigen tumorigenes Wachstum durch unkontrollierte Selbsterneuerung, 
bilden aber auch differenzierte Krebszellen mit eingeschränkter Proliferationsfähigkeit (F). 
  
 
E) Zusätzliche Mutation 






A) Differenzierung  























Es bestehen jedoch zahlreiche Parallelen zwischen den Selbsterneuerungs-
programmen von somatischen Stammzellen und Krebsstammzellen. Beispielsweise 
konnten Veränderungen in Signalwegen, welche die Selbsterneuerung von Stamm-
zellen steuern, bei einer Reihe von Neoplasien identifiziert werden. Unter anderem 
konnten starke Veränderungen im wingless-type (WNT)-Signalweg bei Krebsarten 
(ANASTAS and MOON 2013) wie beispielsweise im Colonkarzinom (VAN DE WETERING 
et al. 2002) oder bei Ovarialkrebs (POLAKIS 1999) gezeigt werden. In seiner 
physiologischen Funktion ist dieser Signalweg ein wesentlicher Mediator der 
Selbsterneuerung in verschiedenen Geweben (KORINEK et al. 1998; ZHU and WATT 
1999; REYA et al. 2003; WILLERT et al. 2003). Die ektope Überexpression des zuvor 
erwähnten beta-Catenins, einem Schlüsselprotein innerhalb der WNT-Signalkaskade, 
fördert die Selbsterneuerung von neuronalen Stammzellen (CHENN and WALSH 2002) 
und Keratinozyten (ZHU and WATT 1999), bedingt aber auch die tumorigene Trans-
formation und Ausbildung von Tumoren in den entsprechenden Geweben (GAT et 
al. 1998; Zurawel et al. 1998; CHAN et al. 1999). Auch wird eine Assoziation dieses 
Signalweges mit der Entstehung uteriner Leiomyome vermutet. So konnte exemp-
larisch in Tiermodellen gezeigt werden, dass die myometriumsspezifische 
Expression dieses Proteins zur Ausbildung von uterinen Leiomyomen und Hyper-
plasie führt. (TANWAR et al. 2009). 
Neben einer zellulären Heterogenität, wie sie in malignen Tumoren oft beobachtet 
wurde, zeigen auch benigne Tumoren häufig Zellen unterschiedlichen 
Differenzierungsgrades. Beispielsweise bestehen Hamartome größtenteils aus unter-
schiedlich differenzierten Zellen mit gewebsuntypischer Lokalisation, welche eine 
Beteiligung von Stammzellen bzw. stammzellartigen Zellen vermuten lassen 
(SCHAEFER 1955; SOTELO-AVILA and BALE 1994; ZBUK and ENG 2007). Auch konnten 
aus benignen Neoplasien wie Hypophysenadenomen oder Keloiden (einer kutanen 




Differenzierungseigenschaften und ausgeprägtem tumorigenem Potential isoliert 
werden (XU et al. 2009; ZHANG et al. 2009). Da es auch bei uterinen Leiomyomen 
histologische Sonderformen gibt, welche neben Glattmuskelzellen auch die Präsenz 
von Chondrozyten, Osteozyten (BHATTACHARYA et al. 1998) oder Adipozyten (AUNG 
et al. 2004) aufweisen, liegt hier ebenfalls der Verdacht einer Beteiligung von Stamm-
zellen nahe (GARGETT et al., 2007; ZHOU et al. 2011). Daher stellte sich im Rahmen 
dieser Arbeit die Frage, ob und inwiefern Stammzellen oder vorläuferähnliche Zellen 
an der Pathogenese uteriner Leiomyome beteiligt sein könnten.  
Die Klärung, ob Stammzellen bei der Genese uteriner Leiomyome beteiligt sind, 
könnte zu einem verbesserten Verständnis über die Entstehung dieser Tumoren bei-
tragen und die Entwicklung neuer Therapien unterstützen. Bei der konservativen 
Behandlung unteriner Leiomyome steht hauptsächlich die Resektion der Tumoren 
oder des gesamten Uterus im Vordergrund (WALKER and STEWART et al., 2005), wel-
che neben den allgemeinen Risiken eines chirurgischen Eingriffs auch meist mit dem 
Verlust der Gebärfähigkeit einhergeht. Medikamentöse Ansätze, die auf der Ver-
wendung von GnRH-Antoganisten bzw. Superagonisten basieren (BEN-AMI et al. 
1993), zeigen starke Nebenwirkungen und bewirken nur ein transientes Schrumpfen 
der Tumoren (CHIA et al., 2006). Daher eignet sich diese hormonelle Intervention 
lediglich zur neoadjuvanten Therapie (MURPHY and WALLACE 1993; LETHABY et al., 
2001). Nicht zuletzt diese Einschränkungen und die hohe Prävalenz uteriner 
Leiomyome fordern die Entwicklung neuer, nicht-invasiver Behandlungsansätze. 
Basierend auf diesen Überlegungen ergab sich in der vorliegenden Arbeit zunächst 
die Zielsetzung, ein neuartiges Tiermodell zu entwickeln, welches die Entstehung 
uteriner Leiomyome in möglichst krankheitsnaher Weise simuliert. Dieses Modell 
sollte einerseits die Testung neuer Therapieansätze erlauben und andererseits die 
Möglichkeit bieten, Pathogenesemechanismen wie beispielsweise eine etwaige 
Beteiligung von Stamm- oder Vorläuferzellen im Detail zu untersuchen. 
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2 Materialien und Methoden 
 
2.1 Gewebeproben 
Gewebeproben von uterinen Leiomyomen und Myometrium stammen aus der 
Zusammenarbeit mit Berliner Kliniken, namentlich in Kooperation mit Prof. Achim 
Schneider – Charité, Dr. Herbert Mecke – Auguste-Victoria Klinikum und Dr. Bernd 
Bojahr – Klinik für Minimalinvasive Chirurgie. Die anonymisierten Gewebeproben 
wurden unter Zustimmung der Ethikkommission und nach schriftlichem Einver-
ständnis der Patientinnen im Rahmen von Hysterektomien und Myomektomien ent-
nommen. Gewebeproben wurden lediglich von prämenopausalen Patientinnen ohne 
bekannte endokrine oder neoplastische Begleiterkrankungen verwendet. Für den 
Transport wurden die Gewebeproben in gekühltes Viaspan ® Organtransport-
medium überführt und unter Einhaltung der Kühlkette befördert. Die Aufarbeitung 
des Gewebes für die Isolation von Primärzellen (Publikationen I und II) erfolgte 
binnen 24 h. Proben, für welche histologische Untersuchungen (Publikation I) oder 
eine Nukleinsäureanalytik (Publikation II) vorgesehen waren, wurden sogleich in 
10 %igem neutral gepufferten Formalin (NBF) für 24 h fixiert bzw. bei -80°C weg-
gefroren. 
 
2.2 Isolation von Primärzellen und Primärzellkultur 
Zellisolation 
Zur Isolation von Primärzellen aus den Gewebeproben wurde das Gewebe zunächst 
unter sterilen Bedingungen von nekrotischen und nicht tumorösen Anteilen befreit. 
Anschließend wurde das Gewebe mechanisch in Fragmente von ungefähr 1 mm3 
zerlegt, mit PBS gewaschen und mit einer Lösung bestehend aus: Mg2+ und Ca2+ -
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freiem Hanks-Puffer, 0,25 % Kollagenase NB8 (entspr. 4 PZ U/ml), DNase I, 2 % FKS, 
10 mM HEPES und Antibiotika bei 37°C für 3 bis 4 h inkubiert. Danach wurde die 
Zellsuspension durch ein Zellsieb filtriert, bei 350 x g für 10 min zentrifugiert, das 
Zellpellett mit einem Überschuss an PBS gewaschen und erneut zentrifugiert. Die 
Zellen wurden entsprechend ihrer Bestimmung entweder einer FACS-Färbung 
unterzogen, für in vivo Injektionsversuchen vorbereitet oder weiter kultiviert. 
Primärzellkultur 
Zur Kultivierung der Primärzellen wurden diese in Starter-Zellkulturmedium 
(Medium 199 + 20 % FKS) resuspendiert und in einer Dichte von mindestens 100.000 
Zellen/cm2 in den entsprechenden Kulturgefäßen ausgesät. Die Kultivierung erfolgte 
bei 37°C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchte. Ein Mediumwechsel erfolgte alle drei Tage. 
Bei Erreichen einer ca. 90 %igen Konfluenz wurden die Zellen unter Verwendung 
von TrypLETM abgelöst, gewaschen und mit frischem Kulturmedium (Medium 199 + 
10 % FKS) subkultiviert. 
 
2.3 Zelllinien und von Primärzellen abgeleitete Subklone 
Die in Publikation I verwendeten Zelllinien LM168 bzw. LM220 entsprechen 
uterinen Leiomyomzellen, welche durch Transfektion eines subgenomischen 
Fragments des Simian Virus 40 immortalisiert wurden (STERN et al. 1991). Die 
Zelllinie SV40ER leitet sich ebenfalls von primären Leiomyomzellen ab, welche 
durch lentivirale Transduktion der SV40 early region immortalisiert wurden (siehe 
nächster Abschnitt). 
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2.4 Generierung von immortalisierten Zellen durch lentivirale 
Transduktion 
Die Immortalisierung primärer Myomzellen (Publikation I und II) mit dem sub-
genomischen Fragment (SV40ER) des Simian 40 Virus erfolgte durch lentivirale 
Transduktion. Die Verwendung eines lentiviralen Vektors hat den Vorteil, dass 
sowohl sich teilende als auch ruhende Zellen infiziert werden. Die Generierung 
infektiöser Virionen erfolgte mittels des ViraPowerTM lentiviralen Expressions-
systems. Hierzu wurde das gene of interest in ein Expressionsplasmid (pLenti6-DEST) 
kloniert, welches darüber hinaus einige Verpackungselemente des Virus kodiert. 
Diese Elemente genügen jedoch nicht, um einen vollständig Virus zu generieren. 
Zusätzlich besteht das System aus einer optimierten Mischung aus drei Plasmiden 
(pLP1, pLP2, pLP/VSVG) und dem Verpackungsmix, welcher Struktur und 
Replikationsproteine des Virus zur Verfügung stellt. Die Co-Transduktion beider 
Komponenten, dem Expressionplasmid und dem Verpackungsmix, in die permissive 
Verpackungszelllinie 293FT erfolgte unter Verwendung von Lipofectamin. Nach der 
Transfektion kommt es zur Lyse der 293FT Zellen und zur Freisetzung viraler 
Partikel. Diese wurden aus dem Zellkulturüberstand durch Ultrazentrifugation 
konzentriert und die Konzentration mittels eines ELISA für das spezifische gp120-
Antigen bestimmt. Die Transduktion der Zielzellen erfolgte mit einem Titer von 
10 µg/ml für 3 bis 5 h in normalem Kulturmedium. Dieser Titer wurde in vorherigen 
Versuchen mittels GFP-exprimierendem Virus als der effektivste für diese Virenart 
bestimmt. Nach 24-stündiger Inkubation mit den Viruspartikeln erfolgte über einen 
Zeitraum von 14 d (Tage) die Selektion der Zellen mit 2 µg/ml Blasticidin oder 100 
µg/ml Hygromycin.  
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2.5 Generierung von Xenotransplantaten durch subkutane Injektion 
Zur Etablierung des in vivo Models wurden Mäuse mit einer kombinierten Scid/beige-
Mutation (C.B-Igh-1b/GbmsTac-Prkdcscid-Lystbg N7) des C.B.-17 Stammes verwendet. 
Die scid-Mutation bedingt Störungen des V(D)J-Rearrangements, welche sich in einer 
Reduktion und Fehlfunktion von B- und T-Lymphozyten äußert. Die zusätzliche 
beige-Mutation bedingt außerdem weitere zelluläre Funktionsstörungen in NK-Zellen 
und Makrophagen. Aufgrund der hierdurch stark verminderten Immunantwort und 
somit dem Ausbleiben von Abstoßungsreaktionen eignen sich scid/bg-Tiere als ideale 
Rezipienten für xenogenes Gewebe wie Zellen menschlichen Ursprungs. 
Die Tiere wurden in Gruppen zu 10 Individuen in durchsichtigen Makrolonkäfigen 
Typ III auf staubfreiem Weichholzgranulat gehalten. Die Fütterung erfolgte ad libitum 
mit Pellets und entkeimtem Wasser. Ein Wechsel der Käfige wurde wöchentlich 
durchgeführt. Die Haltung erfolgte unter standardisierten Bedingungen (Raum-
temperatur 20 ± 2°C, relative Luftfeuchte 60 ± 5 %, sowie einem kontrollierten Tag-
Nacht-Rhythmus von 12 h). Die Tiere wurden bereits ovarektomiert bezogen, was 
eine exogene Kontrolle der Hormonlevel durch die Transplantation subkutaner 
Implantate erlaubte. 
Zur Generierung der Xenotransplantate (Publikation I und II) wurden 3 x 106 Zellen 
pro Versuchstier verwendet. Hierzu wurden Primärzellen aus dem enzymatischen 
Tumorverdau zweimal mit PBS gewaschen und in mit basischem Fibroblasten-
wachstumsfaktor (bFGF) und epidermalen Wachstumsfaktor (EGF) sowie Insulin 
supplementiertem serumfreiem Medium resuspendiert. Diese Zellsuspension wurde 
auf eine Temperatur von 4°C gebracht und im Volumenverhältnis von 1:2 mit 
gekühltem Matrigel gemischt. Bis zur Applikation wurde die Suspension auf Eis 
gelagert, um die Fluidität des Matrigel zu bewahren. Jeweils 100 µl der Suspension 
wurden caudo-lateral in die Flanke injiziert. Zusätzlich erfolgte eine subkutane Trans-
plantation von Progesteron und Östrogen-Implantaten. Das Tumorwachstum und 
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die Tiergewichte wurden bis zur Entnahme einmal wöchentlich verfolgt. Alle 
Versuche wurden vom Landesamt für Gesundheit und Soziales genehmigt und 
erfolgten unter Einhaltung der Richtlinien der GV-SOLAS und des Arbeitskreises 4 
in der Tierärztlichen Vereinigung für Tierschutz (TVT). 
 
2.6 Generierung von orthotopen Tumoren durch intra-uterine Injektion 
Bei einer orthotopen Injektion (Publikation I) werden die zu transplantierenden 
Zellen in das Gewebe, in dem sie natürlicherweise auftreten, injiziert. Dies hat den 
Vorteil, dass hierdurch die in vivo Situation und somit auch die Pathogenese 
besonders naturgetreu nachgestellt wird. Durch die fehlende hormonelle Stimulation 
in den ovarektomierten Tieren sind die Uteri dieser Tiere stark in ihrer Größe 
reduziert und erschweren hierdurch alle Manipulationen und Injektionen. Aus 
diesem Grunde wurden die Tiere eine Woche vor der Zellinokulation mit 
Östrogenen behandelt, um einen Endometriumsaufbau und eine Größenzunahme 
des Uterus zu fördern. Für die Zellinjektion wurden die zuvor beschriebenen 
scid/beige-Tiere einer Kombinationsnarkose aus Xylazain und Ketamin unterzogen. 
Nach Erreichen des Toleranzstadiums erfolgte eine Laperatomie (Bauchschnitt) und 
die Freilegung des Uterus. Es erfolgte eine Injektion von 1,5 x 106 Zellen in einem 
Volumen von 10 µl Medium-Matrigel-Gemisch inklusive der zuvor beschriebenen 
Wachstumsfaktoren in die Serosa des Corpus Uteri. Im Anschluss wurde das Bauch-
fell mittels sterilen Nahtmaterials verschlossen und der kutane Schnitt mit 
Histoacryl ® Gewebekleber versorgt.  
 
2.7 Fluoreszenz in-situ Hybridisierung (FISH)  
Zur Bestätigung, dass die transplantierten Zellen nicht abgestoßen oder abgebaut 
wurden und es sich bei den Tumoren nicht um eine reaktive Granulombildung aus 
Materialien und Methoden 
17 
 
Zellen des Wirtsorganismus handelt, erfolgte ein Nachweis humaner DNA in den 
Tumoren durch Fluoreszenz in-situ Hybridisierung (FISH) mittels einer 
chromosomenspezifischen α-Satelliten Sonde. Formalinfixierte und paraffin-
eingebettete Gewebeschnitte wurden zunächst in absteigender Alkoholreihe de-
paraffinisiert und rehydriert. Nach 20-minütiger Demaskierung mit Citratpuffer 
erfolgte eine 15-minütige Vorbehandlung des Gewebes mit Pepsin. Die 
anschließende Hybridisierung mit der gebrauchsfertigen Sonde erfolgte bei 37°C 
über Nacht. Die Post-Hybridisierungsschritte erfolgten entsprechend dem Protokoll 
des Herstellers (Kreatech, Amsterdam). 
2.8 Western Blot 
Die Validierung transgener Zellen (Publikation I) erfolgte mittels Western Blot. 
Proteinextrakte wurden durch Lyse der Zellen mittels RIPA-Puffer hergestellt. Die 
durch Zentrifugation (14.000 x g, 10 min) geklärten Extrakte wurden einer 
Konzentrationsbestimmung mittels der BCA-Methode (WALKER 1994) unterzogen. 
Eine definierte Menge an Gesamtprotein (40 µg) wurde über ein SDS-Polyacrylamid-
Gel separiert und im iBlot® Trockenblot-Verfahren auf PVDF-Membran transferiert. 
Nach Inkubation mit den entsprechenden Primärantikörpern erfolgte die Detektion 
mittels eines Meerrettichperoxidase-gekoppeltem Sekundärantikörpers. Die 
Visualisierung erfolgte im Chemolumineszenzverfahren und unter Verwendung 
photosensitiver Filme. 
 
2.9 Durchflusszytometrie  
Die Analyse von Oberflächenmarkern primärer und kultivierter Myomzellen 
(Publikation II) erfolgte mittels Durchflusszytometrie. Hierzu wurden Zellen aus der 
enzymatischen Tumordisaggregation mit gekühltem FACS-Puffer bestehend aus 
Hanks-Puffer, 1 % BSA und 10 mM HEPES gewaschen. Das Zellpellett wurde in 
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einer Zelldichte von maximal 107 Zellen/100 µl resuspendiert. Die Inkubation mit den 
Antikörpern erfolgte abgedunkelt bei 4°C für 30 min (für Oberflächenantigenen) 
bzw. 60 min (für das Ki-67-Antigen). Zur Detektion intrazellulärer Proteine wurden 
die Zellen nach vorheriger Oberflächenfärbung mit einer 1 %igen neutral gepufferten 
Formalinlösung 30 min auf Eis fixiert. Nach einer 15-minütigen Permeabilisierung 
erfolgte die Färbung in Gegenwart von 0,5 % Saponin in FACS-Puffer. Anschließend 
wurden die Zellen mit einem Überschuss an Färbepuffer gewaschen und in 1 ml 
Färbepuffer resuspendiert. Tote Zellen wurden durch eine Ausschlussfärbung mit 
1 µg/ml DAPI im Färbeansatz von der Analyse ausgenommen. In der Regel wurden 
10.000 Detektionsereignisse aufgezeichnet. Im Falle von Zielzellen, welche einen 
Anteil von weniger als 1 % an der Gesamtpopulation besitzen, wurden insgesamt 
100.000 Detektionsereignisse aufgezeichnet. 
 
2.10 Zellsortierung 
Die Sortierung primärer Myomzellen (Publikation II) erfolgte ausgehend von 
mindestens 2 x 107 Zellen. Diese wurden in FACS-Puffer mit Antibiotikum-
Antimykotikum-Supplement gewaschen und wie unter 2.9 beschrieben gefärbt. 
Anschließend wurde die Zellzahl auf 107 Zellen/ml eingestellt. Die Sortierung 
erfolgte bei minimaler Geschwindigkeit des Flüssigkeitsstroms in einem FACS ARIA 
I Cell Sorter der Firma Becton Dickinson. Die Zellen wurden je nach weiterer 
Verwendung in gekühlte, mit FACS-Puffer befüllte Zentrifugenröhrchen sortiert 
oder in die Kavitäten einer mit Wachstumsmedium befüllten Zellkulturplatte 
abgelegt.  
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2.11 Immundetektion von Antigenen in Zellen und Geweben 
Primäre oder kultivierte Zellen wurden auf sterilen Deckgläschen ausgesät und nach 
Entfernen des Kulturmediums mit 4 %iger neutral gepufferter Formalinlösung 
überschichtet (Publikation I und II). Nach 10-minütiger Fixationszeit wurden die 
Zellen mehrmals mit PBS-Glycin (PBS + 0,3M Gylcin) gewaschen, um auftretende 
Autofluoreszenz zu unterdrücken. Im Anschluss erfolgte je nach Bedarf eine 
Permeabilisierung mit einem Gemisch aus Aceton und Methanol (1:2) bei -20°C für 5 
min. Nach mehreren Waschschritten erfolgte eine Absättigung freier Bindestellen mit 
Blockierungslösung (PBS-Tween 0,05 %, 3 % Magermilchpulver, 1 % BSA, 0,1 % 
Fischgelatine) für 20 min. Primär- und Sekundärantikörper wurden entsprechend in 
Blockierungslösung verdünnt.  
Zur chromogenen Detektion von Antigenen in Geweben wurde ein auf einem 
Meerrettichperoxidase (HRP)-Polymer basiertes Detektionssystem verwendet. 
Hierzu erfolgte zunächst eine Antigendemaskierung der rehydrierten Schnitte für 20 
min im Citratpuffer (1mM, pH6, 0,05 % Tween20). Da HRP-basierte Detektions-
systeme eine Inaktivierung endogener Peroxidase erfordern, erfolgte diese nach der 
Demaskierung für 10 min mittels gebrauchsfertigen Reagenz (Dako, Glostrup, 
Dänemark). Alle weiteren Blockierungs- und Inkubationsschritte mit Primär- und 
Sekundärantiköpern erfolgten entsprechend dem Herstellerprotokoll. Zur 
Visualisierung wurde DAB (3,3’-diaminobenzidine) als Substrat eingesetzt. Doppel-
markierungen an Geweben erfolgten fluoreszenzbasiert, analog zu dem oben 
beschrieben Protokoll für die Immunfluoreszenz von Zellen.  
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2.12 Isolation von RNA 
Die Isolation von RNA erfolgte mittels eines auf dem Prinzip der selektiven Bindung 
an Silikamatrizes beruhenden kommerziell erhältlichen Isolations-Kit entsprechend 
den Herstellerangaben (Qiagen, Hilden). 
 
2.13 Synthese von cDNA 
Die reverse Transkription der cDNA erfolgte unter Verwendung eines kommerziell 
erhältlichen Kits. Die reverse Transkription erfolgte gemäß den Herstellerangaben 
unter Verwendung von MuLV Transkriptase, Random Hexameren und Oligo-(dT)-
Primern sowie dNTPs. Bei ausreichend zur Verfügung stehender RNA (> 1µg) 
erfolgte standardmäßig eine Transkription von 250 ng. Da RNA aus Zellsortierungs-
versuchen häufig nur in geringem Umfang zur Verfügung stand, wurden je Donor 
äquivalente Mengen an RNA transkribiert und mit Hilfe des TaqMan® PreAmp 
Master Mix Kits präamplifiziert. 
2.14 Quantitative real-time PCR 
 
Die relative Quantifizierung von mRNA-Transkripten in sortierten Subpopulationen 
(Publikation II) sowie in Leiomyomgeweben erfolgte mittels quantitativer Real-Time-
PCR (qRT-PCR). Ergebnisse dieser Arbeit wurden mit dem Applied Biosystems 7500 
Fast PCR Systems und dem Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR System gene-
riert. Die Bestimmung der Transkriptmengen erfolgte relativ zu dem Referenzgen 
HPRT (Hypoxyxanthin Phosphoribosyl-Transferase). Die Quantifizierung erfolgte im 
384-Well-Maßstab unter Verwendung kommerziell erhältlicher Genexpressions-
assays, der synthetisierten cDNA und dem Universal-PCR-Mastermix. Die Bestim-
mung des CD24-Gens erfolgte durch die Primer: Forward 5‘-ACT GCT CCT ACC 
CAC GCA GAT TTA-3‘; reverse 5‘-CCT TGG TGG TGG CAT TAG TTG GAT-3‘ sowie 
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der Sonde 5‘-6-FAM-TCC CAG AGT ACT TCC AAC TCT GGG TT-TAMRA-3‘. Die 
anschließende PCR-Reaktion erfolgte unter folgenden Bedingungen:  
Inkubation für 2 min bei 50 °C zur Aktivierung der Uracil-N-Glykosylase, 
anschließende Denaturierung des Templates bei gleichzeitiger Deaktivierung der 
Uracil-N-Glykosylase bei 95 °C für 10 min, gefolgt von einer Amplifikation in 50 
Zyklen mit einem Denaturierungsschritt für jeweils 15 s bei 95 °C und einem darauf 
folgenden kombinierten Annealing-/Elongationsschritt für jeweils 60 s bei 60 °C. Zur 
Auswertung der Daten erfolgte eine Normierung der CT-Werte relativ zum 






In der vorliegenden Arbeit wurde zunächst angestrebt, ein alternatives in vivo 
Modell zu entwickeln, welches die Pathogenese uteriner Leiomyome krankheits-
näher nachstellt als bereits bestehende Modelle wie die eingangs erwähnte Eker-
Ratte (vgl. Einleitung, S.3f). Ein solches Modell sollte einerseits erlauben, 
Pathogenesefaktoren zu identifizieren, welche Erkenntnisse über Ursache und 
Entstehung von Leiomyomen liefern, ebenso aber die Möglichkeit für pharma-
kologische Intervention und Substanzentwicklung bieten. Eine Herausforderung bei 
der Entwicklung eines in vivo Modells für uterine Leiomyome ist einerseits die 
geringe mitotische Aktivität von Myomzellen (Kawaguchi et al. 1991; Mittal and 
Demopoulos 2001) als auch die Frage, ob Myomzellen ein tumorigenes Wachstums 
in immundefizienten Tieren zeigen.  
Basierend auf dem entwickelten Transplantationsmodell wurde ferner getestet, ob 
Myome Zellen unterschiedlicher Differenzierungen beinhalten können. Es stellte sich 
heraus, dass der Marker CD24 spezifisch für Myome ist und phänotypisch 
unterschiedliche Zellpopulationen markiert, die Hinweise auf die Pathogenese 
uteriner Leiomyome geben könnten. 
 
3.1 Publikation I: A novel mouse model that closely mimics human 
uterine leiomyomas (Drosch et al., 2013): 
 
Aus den zuvor erwähnten Einschränkungen, die bei der Verwendung eines gene-
tisch-induzierten Modells hervorgehen, wurde angestrebt ein Transplantations-
modell aus patientenabgeleiteten Myomzellen zu generieren. Hierzu wurden 




in vivo und in vitro untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass kultivierte Myom-
zellen ebenso wie kultivierte Myometriumszellen weder substratunabhängig im 
Softagar wachsen, noch Tumoren nach Transplantation in immundefizienten Mäusen 
bilden. Die Transformation der Myomzellen mit den T-Antigen des SV40 führte zu 
gesteigerteer Proliferation und geringen Wachstum im Softagar. Dennoch waren 
diese Zellen nicht dazu in der Lage, nach subkutaner Transplantation Tumoren zu 
bilden. Erstaunlicherweise waren native, unkultivierte Myomzellen dazu fähig, 
Tumoren mit beachtlicher Ähnlichkeit hinsichtlich Histologie und 
Wachstumseigenschaften zu humanen uterinen Leiomyomen zu bilden. Die 
generierten Tumoren zeigten eine starke Anhäufung von Extrazellulärmatrix, die 
Expression von Glattmuskelaktin (SMA), eine Neubildung von Gefäßen und eine 
geringe mitotische Aktivität. Auch ließen sich mit den unkultivierten Zellen nach 
Injektion in den Uterus orthotope Tumoren mit noch stärkerer Ähnlichkeit zu den 
uterinen Leiomyomen generieren. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass für eine 
erfolgreiche Tumorentstehung eine ausreichende Anzahl von injizierten primären 
Tumorzellen sowie die Präsenz von Wachstumsfaktoren im Inokulum notwendig 
sind. Erwartungsgemäß zeigten unkultivierte Myometriumszellen kein tumorigenes 
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Supplemental Figure 1. 
(A) Western Blot analysis of SV40LT, p53, and smooth muscle actin (SMA) in lysates of primary 
cells and transformed cell lines. SV40LT and p53 were detectable in SV40ER and LM220 cells 
but were absent in native cells as well as carcinoma cell lines MCF7 and HeLa-Matu used as 
control samples. SMA was present in native and transformed cells but absent in the epithelial 
control cells (MCF7 and HeLa-Matu), confirming smooth muscle differentiation. (B) Soft agar 
assay for anchorage-independent growth. Untransduced cells do not form colonies when 
cultured in soft agar (top left). In turn, SV40ER-transformed cells (SV40ER) exhibit colony 
formation with a robust growth (top right). A proportion of cells still fail to form colonies 
(arrow). Immortalized cells (LM220) show fewer colonies and smaller colony size (asterisk; 
bottom left). The adenocarcinoma cell line A549 shows enhances colony formation as expected 
owing to its malignant transformation (bottom right). Photomicrographs were taken after 14 
days of culture. 
  
 
Supplemental Figure 2.  
Hematoxylin and eosin staining of xenografts generated by injection of the immortalized LM220 
cell line shows absence of myoma-like histology, such as fiber-like patterns. In contrast, cell 
density is heavily reduced and there is a high proportion of cells with pycnotic nuclei 













Supplemental Figure 4.  
Identification of blood vessels in xenografts by double immunostaining. Cryosections were 
incubated with antibodies directed against murine CD31 and smooth muscle actin (SMA). 
Vessels are marked by circular structures of CD31-positive cells (green) surrounded by SMA-
positive cells (red). Nuclear counterstaining was with DAPI (blue). Acetone-fixed cryosection. 
 
Supplemental Figure 3.  
Representative photomicrographs of xenografts derived from native uncultured primary 
cells after 90 days of incubation, showing the palpable tumor (left) and after excision 






Supplemental Figure 5.  
Gross morphology of uteri before and after injection of primary myoma cells. Cell suspension 
supplemented with Evans blue dye was injected underneath the subserous membrane as 
indicated by translucent blue coloring (left). Four weeks after injection, the injected horn 






3.2 Publikation II: The CD24hi smooth muscle subpopulation is the 
predominant fraction in uterine fibroids 
 
Einerseits durch die Unfähigkeit kultivierter Myomzellen in vivo Tumoren zu bilden 
als auch durch den Nachweis einer stammzellähnlichen Subpopulation in 
Myometriumsgewebe (Ono et al. 2007), wurde vermutet, dass sich ein Myom nicht 
aus einer uniformen Population von Zellen zusammensetzt, sondern 
unterschiedliche, möglicherweise auch vorläuferähnliche Zellen enthält, welche bei 
der Entstehung der Tumoren eine wesentliche Rolle spielen könnten. In einer voraus-
gegangenen Genexpressionsstudie (unveröffentlichte Daten der Bayer Pharma AG) 
konnte gezeigt werden, dass das Zelladhäsionsmolekül CD24, welches unter 
anderem auch auf Vorläuferzellen exprimiert ist (FANG et al. 2010), in Myomen 
signifikant hochreguliert ist. Daher stellte sich die Frage, wie sich die Expressions-
unterschiede auf Proteinebene verhalten. Es zeigte sich, dass eine aus Myomgewebe 
isolierte Population von nicht leukozytären und nicht endothelialen Zellen einen 
signifikanten (p < 0,005) und bis zu viermal höheren Anteil an CD24-positiven Zellen 
besitzt, verglichen mit der gleichen Zellpopulation aus Myometrium (63 % ± 19 vs. 
16 % ± 7 %). Diese CD24-positiven Zellen wiesen eine Morphologie vergleichbar mit 
der von Glattmuskelzellen auf und zeigten Merkmale von Quieszenz, gezeigt anhand 
einer signifikant geringeren Expression des Ki-67 Antigens. Durchflusszytometrisch 
konnte zusätzlich nachgewiesen werden, dass ein weiterer stammzellassoziierter 
Oberflächenmarker, CD73, auf CD24-positiven Zellen exprimiert ist. Zur weiteren 
Charakterisierung wurden Myomzellen entsprechend ihrer CD24-Expression mittels 
FACS sortiert und für Nukleinsäureanalyik und Zellkulturexpreimente 
herangezogen. Quantitative real-time PCR Analyse der sortierten Zellpopulation 
ergab eine signifikant geringere Expression von Glattmuskelaktin in CD24-positiven 
Zellen im Vergleich zu CD24-negativen Zellen und tendenziell verstärkte Expression 




CD24-positive Zellen einen deutlichen Rückgang der CD24-Expression auf das 
Niveau von CD24-negativen Zellen auf. Durch histologische Untersuchung von 
Xenotransplantaten aus unkultivierten Myomzellen konnte demonstriert werden, 
dass sich CD24-positive-Zellen in diesen in gleicher Häufigkeit nachweisen lassen 
wie in humanen Primärtumoren und dass diese Zellen negativ für den 
Proliferationsmarker Ki-67 sind.   
Da die Expression von CD24 auf Basis der vorliegenden Daten myomspezifisch zu 
sein schien, wurde überprüft, ob die Expression von CD24 in verschiedenen Sub-
gruppen der Tumoren mit demografischen oder weiteren Expressionsparametern 
korreliert werden kann. CD24 zeigte keine präferentielle Expression in Tumoren mit 
MED12-Mutation oder HMGA2-Rearrangierung und keine Abhängigkeit von 
Patientenalter oder Tumorgröße. Allerdings bestand eine positive Korrelation 
zwischen der Expression von CD24 und dem WNT-Signalprotein WNT4 in Tumoren 
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Uterine fibroids are the most common 
gynecological tumors affecting women in 
their reproductive age. Despite this high 
incidence the pathogenesis of fibroids is 
widely unsolved. Whereas formerly only 
imbalances in hormonal levels were 
considered to account for tumor 
development, the identification of genetic 
changes likely to affect myometrial stem 
cell reservoirs provided a novel approach 
to fibroid genesis. Here, we identified a 
certain subset of cells by the surface 
markerCD24with increased abundance in 
fibroids compared with myometrial tissue. 
Fibroid cells expressing CD24 shared 
certain features of immature or 
progenitor-like cells such as quiescence, 
reduced expression of smooth muscle 
differentiation markers and elevated 
expression of genes involved in the 
wingless-type (WNT)-pathway such as 
beta-catenin. In addition, a positive 
correlation between CD24 and wingless-
type family member 4 (WNT4) expression 
was observed in uterine fibroids with 
mediator subcomplex 12 gene (MED12) 
mutations. Our findings suggest that cells 
highly expressing CD24 represent a type 
of immature smooth muscle progenitor 
cells. Their accumulation might be driven 
by disturbed differentiation processes 
caused by genetic changes possibly 
involving MED12 mutations or high 
mobility group AT-hook (HMGA)2 
rearrangements. 
Key words: leiomyoma / cancer 
 
Introduction 
Uterine fibroids are a common heath issue 
of women in their reproductive age, with 
incidences reported from 30-70 percent 
(Zimmermann et al., 2012, Day Baird et al., 
2003). Although fibroids are of benign 
nature, they often cause symptoms like 
infertility, recurrent miscarriage, and 
extensive bleeding. First demonstrated 
based on their unique isoenzyme pattern 
(Townsend et al., 1970) and X inactivation 
studies (Cai et al., 2007, Canevari et al., 
2005; Mashal et al., 1994)), a clonal origin 
of fibroids was reported recently by a 
more sensitive and reliable method 
conducted by Holdsworth-Carson et al. 
(2013). Hence, it could be considered that 
fibroids arise from a single mutated cell 
likely having stem/progenitor cell 
characteristics. To date the exact 
subpopulation of cells giving rise to 
fibroids is still unknown.  
Somatic stem cells are believed to 
reside in tissues mostly in a dormant or 
quiescent state and divide upon activation 
to maintain tissues homeostasis (Reya et 
al., 2001; Gargett et al., 2007). This property 
has been utilized to identify potential stem 
cells in myometrium or endometrium 
through their ability to retain 
proliferation-labels like 5-bromo-2′-
deoxyuridine (BrdU) or 3H-thymidin thus 
marking non-proliferative cells (Szotek et 
al., 2007, Cervello et al., 2007). At present, 
many types of these stem cells can be 
prospectively identified in various tissues 
by a panel of surface markers correlating 
with stem cell phenotypes (Reya et al., 
2001; Gargett et al., 2007, Dominici et al., 
2006). However, exact immuno- 
phenotypes especially for uterine stem 
cells are not yet established (Gargett et al., 
2007). Where an unequivocal 
immunophenotype is missing, stem/ 
progenitor cells can alternatively be 
identified by their ability to extrude the 
DNA-binding dye Hoechst 33342. These so 
called side population (SP) cells named 
after their appearance in flow cytometric 
dot blots - overexpress the ATP-binding 
cassette transporter G2 which is 




Hoechst 33342. First described for bone 
marrow (Goodell et al., 2005) this 
technique was also adopted to isolate 
stem/progenitor cells from various other 
normal tissues (Goodell 2005; Goodell et 
al., 2005, Zuk et al., 2002) like 
endometrium (Cervello et al., 2011; 
Masuda et al., 2010) or different 
malignancies (Wang et al. 2007; Wu et al., 
2007). Recently, subpopulations with SP 
phenotype were isolated from 
myometrium and fibroid tissue (Ono et al., 
2007, 2012; Mas et al., 2012). In this latter 
case they may represent a transformed 
type of uterine stem or precursor cells 
likely to represent a tumorinitiating 
subpopulation (Mas et al., 2012). The exact 
mechanism about this initiation remains 
mainly unsolved but a recent study points 
to an indirect paracrine activation of SP 
cells by smooth muscle cells (Ono et al., 
2013). Whilst the SP detection is a 
favorable method for isolation of cells with 
stem cell characteristics, an independent 
surface marker for fibroid or myometrial 
progenitors has not been published to 
date. 
CD24 is a highly glycosylated anchor 
protein commonly present on immature 
cells like pre-B-cells, muscle stem/satellite 
cells (Figarella-Branger et al., 1993; 
Higuchi et al., 1999) neuronal (Poncet et al., 
1996), and hepatic precursors (Qi et al., 
2011) or intestinal (von Furstenberg et al., 
2011) and adipose (Rodehoeffer et al., 
2008) stem cells. Since knockout mice are 
viable without any obvious defects apart 
from a reduced number of pre-B-
lymphocytes CD24 is considered to be 
mostly a redundant co-stimulatory 
molecule during B-cell development (Fang 
et al. 2010; Schabath et al. 2006) and 
dampener of inflammation (Chen et al. 
2009). In pathophysiological conditions, 
CD24 was identified on various cancer 
entities e.g. breast, prostate, ovary, lung 
(small cell and non-small cell), and colon 
cancer (Kristiansen et al., 2002; 2003; 2004a; 
2004b; 2005). The expression of CD24 in 
most of these neoplasms is correlated with 
poor prognosis and its expression is 
believed to augment metastasis by 
interactions with P-Selectine (Aigner et al., 
1998; Friedrichs et al., 2000; Lim et al., 
2005). The study presented here is 
addressing the expression of CD24 in 
fibroids. In a previous set of experiments 
(data unpublished) we observed a 
significantly higher expression in fibroids 
compared to myometrial tissue confirming 
earlier results by various other groups (for 
review see by Arslan et al., 2005). The 
preferential expression of CD24 on 
immature cells in other organs (Fang et al., 
2010) and the increasing body of evidence 
that uterine stem cells e.g. observed in 
form of SP cells, might play a pivotal role 
in fibroid growth (Ono et al. 2007; 2012; 
2013) encouraged us to investigate if 
differences in CD24 expression reflect 
differences in cell composition. Increased 
CD24 expression in fibroids may reflect an 
accumulation of less differentiated CD24hi 
cells underpinning a possible role of a 
stem cell driven pathogenesis of uterine 
fibroids. 
 
Material and Methods 
Ethics statement and tissue sampling 
Fibroid specimens were obtained from 
patients undergoing myomectomy or 
hysterectomy. All donors were 
premenopausal and patients with 
hormonal or immuno-modulatory 
therapies as well as known gynaecological 
comorbidities or malignancies were 
excluded. Informed written consent was 
obtained prior to surgery in accordance 
with the ethics committee vote of the 
hospitals (Klinikum MIC, Berlin, 




ETH-08/10-01; Klinikum Auguste-Viktoria, 
Berlin Germany, Ethics authorization 
number Eth-07/1001; Charité Campus 
Benjamin-Franklin, Berlin, Germany, 
Ethics authorization number 
EA1/135/2012). Tissue was transferred to 
chilled Viaspan organ conservation buffer 
(Bristol-Myers Squibb, Dublin, Ireland) 
and used for experiments within 24 hours. 
Fresh-frozen tissue for mutational analysis 
was from the archives of two of the 
authors (DMN and JB). Sampling was 
approved by the local ethics committee, 
and before surgery informed written 
consent was obtained from all patients. In 
addition, all samples were taken initially 
for diagnostic purposes and deidentified 
before their use in study following the 
rules of Helinski declaration. 
 
Primary cell isolation and cell culture 
Primary cells were isolated as described 
previously (Markowski et al., 2010, Drosch 
et al., 2013). After disaggregation, cells 
were washed with phosphate buffered 
saline (PBS) and cultured in medium 199 
(Pan Biotech, Aidenbach, Germany) sup-
plemented with 20% fetal bovine serum 
(FBS) and ‘antibiotic-antimycotic’ (Invitro-
gen, Karlsruhe, Germany), alternatively 
cells were used for fluorescence-activated 
cell sorting (FACS) or in vivo transplanta-
tion. 
 
Generation of xenografts 
Mice were kept in transparent 
MacroloneTM cages in a light/dark cycle 
of 12 h/12 h under pathogen-free 
conditions in the animal facility of Bayer 
Pharma AG, Berlin, Germany. All 
experiments were performed in strict 
compliance with company, regional, and 
federal guidelines for the use of laboratory 
animals. The study was approved by the 
Office for Health and Social Affairs Berlin 
and the company review board, and all 
efforts were made to minimize animals’ 
stress. Xenografts were established from 
dissociated fibroids (n=4) using 3-5 animal 
per tumor (dependent on cell yield). 
Grafting procedures was performed as 
described previously (Drosch et al., 2013). 
In brief, 3 x 106 disaggregated tumor cells 
were resuspended in 100 µl matrigel 
supplemented with basic fibroblast 
growth factor, epidermal growth factor 
and insulin and injected subcutaneously in 
the posterior lateral aspect of the trunk 
(lumbar region) of hormone-
supplemented ovarectomized 6-9 week 
old scid/bg mice (Taconic, Cologne, 
Germany). Animals were monitored twice 
a week and tumor volume was assessed 
but remained low as reported before 
(Drosch et al., 2013). For tumor excision 
animals were sacrificed by cervical 
dislocation. Excised tumors were either 
prepared for cryosectioning by immersing 
in polyvinyl cryoembedding medium 
(OCT) (Leica Microsystems, Wetzlar, 
Germany) or fixed with neutral buffered 
formalin and subjected to paraffin 
embedding. 
 
Cell sorting and flow cytometric analysis 
Cells were sorted using a FACSAria I 
special sorting system ® (BD Bioscience, 
Heidelberg, Germany) equipped with 
three lasers (405 nm, 488 nm and 630 nm) 
and analyzed using the FlowJo Software 
(Tree Star, Ahsland, USA). For sorting 
dissociated cells from fibroid (n=9) or 
myometrial (n=4) tissue were washed with 
Hank’s balanced salt solution (HBSS) and 
resuspended in chilled staining buffer 
(Ca2+ and Mg2+ free HBSS containing 1% 





sulfon acid (HEPES) and antibiotic-
antimycotic mixture) and stained with 
antibodies listed in Tab. I for 20 min at 
4°C. Afterwards cells were washed with 
an excess of staining buffer, resuspended 
at a concentration of 107 cells/mL and 
subjected to the sorting system. 
Compensation was performed with single 
stained and isotype controls. Dead cells 
were discriminated by staining with 1 
µg/ml 4', 6-diamidino-2-phenylindole 
(DAPI; Invitrogen). Cells were sorted into 
chilled staining buffer and used either for 
RNA isolation or cell culture. The purity of 
the sorted cell populations was verified 
directly after sorting as > 95 %. For flow 
cytometric analysis of cultured cells, 
monolayers were washed with PBS, 
detached by treatment with TrypLE® 
(Invitrogen), washed and stained as 
described above. After incubation cells 
were washed in staining buffer and 
analyzed using FACSAria I or LSR II 
systems.  
Intracellular staining of Ki-67 in 
fibroids (n=5) was conducted after staining 
of surface markers. Cells were fixed in 
freshly prepared high-grade 2 % neutral 
buffered formalin (Electron Micros¬copy 
Science, Munich, Germany) for 20 min at 
room temperature (RT). Cells were 
washed and stained with anti-Ki-67 in 
permeabiliza¬tion buffer (HBSS, 1 % BSA; 
10 mM HEPES, 0.5 % Saponine) for 40 min 
at RT. After repeated washings, cells were 
ana¬lyzed and 100,000 events were 
recorded. 
 
Cytogenetic analysis and DNA sequencing 
For correlation analysis a total of 26 
fibroids previously analyzed for 
cytogenetic aberrations or mutations in the 
MED12 locus were used (see suppl. Table 
I). Cytogenetic characterization was 
performed from cell cultures following 
routine techniques as described (Klemke et 
al., 2009). As a rule, G-bands (GTG) were 
analyzed based on a resolution of at least 
300 bands/haploid set. If necessary, further 
characterization was performed by FISH 
using three BAC clones located distal (3′) 
and proximal (5′), respectively, of the 
HMGA2 locus as break-apart probe. Probe 
labeling was performed by nick 
translation either with SpectrumOrange-
dUTP or SpectrumGreen-dUTP (Abbott 
Molecular, Wiesbaden, Germany). Fifteen 
microliter of the break-apart probe 
(concentration: 100 ng/μl) was used per 
slide. Co-denaturation was performed on 
a ThermoBrite (Abbott Molecular) for 5 
min at 85°C followed by overnight 
hybridization in a humidified chamber at 
37°C. Post-hybridization was performed at 
42 °C for 2 min in 0.4×SSC/0.3 % NP-40. 
Inter¬phase nuclei were counterstained 
with DAPI (0.75 μg/ml). Slides were 
examined with an Axioskop 2 plus 
fluorescence microscope (Carl Zeiss, 
Göttingen, Germany); images of one 
hundred nonoverlapping nuclei were 
captured with a high performance CCD-
camera (Visitron Systems, Puchheim, 
Germany) and edited with FISH View 
(Applied Spectral Imaging, Migdal 
HaEmek, Israel).  
MED12 mutations from fresh-frozen 
tumors were identified by DNA 
sequencing of amplified DNA as described 
(Markowski et al., 2012). For PCR 
amplifications 1 µg of genomic template 
DNA were used. Primers used to amplify 
the desired PCR fragment of the genomic 
template DNA were 5′-CCC CTT CCC 
CTA AGG AAA AA-3′ (forward) and 5′-
ATG CTC ATC CCC AGA GAC AG-3′ 
(reverse) (Markowski et al., 2012). PCR-
products were purified by agarose gel-
electrophoresis to remove primers and 




band was extracted by a QIAquick Gel 
Extraction Kit (Qiagen, Hilden, Germany) 
using a QIACube. DNA-sequencing of the 
purified PCR-products was performed by 
GATC Biotech (GATC Biotech, Konstanz, 
Germany). 
 
Isolation of RNA, reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR) and 
quantitative real-time PCR (qtPCR) 
Isolation of RNA from sorted cells and 
frozen tissue was performed using 
RNeasy Micro Kit ® and RNeasy Mini Kit 
® (Qiagen), respectively, according to the 
manufacturer's instructions. Reverse 
transcription was carried out using the 
High Capacity cDNA reverse 
Transcription Kit (Applied Biosystems, 
Darmstadt, Germany). cDNA from sorted 
cells was pre-amplified using the 
Taqman® PreAmp Master Mix (Applied 
Biosystems) according to manufacturer’s 
protocol. Relative quantification was 
carried out by real-time PCR analysis 
using the Applied Biosystem 7500 HT Fast 
PCR system using commercially available 
gene expression assays (Applied Bio-
systems) and designed primer pairs listed 
in Tab. II. Quantification was performed 
referring to the expression of the 
housekeeping gene HPRT, which turned 
out to be expressed steadily in our 
experiments. Expression data with ct-
values > 35 were excluded from analysis 
because expression levels are assumed to 
be out of accurate range.  
 
Immunostaining and histological analysis 
Immunostaining of cells and tissue was 
performed with antibodies listed in Tab. I. 
Before staining procedure specimens were 
treated as follows: FFPE-tissue was 
deparaffinized and underwent antigen 
retrieval with ‘antigen retrieval solution 
pH 6’ (DAKO, Glostrup, Denmark). 6 μm 
cryosections were immediately fixed in 
ice-cold acetone prior staining. 
Immunostaining of cells was performed 
on chamber slides (Nunc, Rosklide, 
Denmark) after fixation with freshly 
prepared 2 % formaline (Electron 
Microscopy Science) for 15 min and 
permeabilization with ice-cold acetone for 
5 min at -20°C. Before staining all 
specimens were washed with Tris-
buffered saline (TBS; Medicago, Uppsala, 
Sweden) pH 7.4 and incubated with 
blocking buffer consisting of TBS 
supplemented with 0.05 % Tween-20, 3 % 
skimmed milk powder, 1 % BSA , 0.1 % 
fish gelatine (all from Sigma, Taufkirchen, 
Germany) for at least 30 min. Antibodies 
were incubated for one hour or overnight 
in blocking buffer. After washing 
secondary antibodies (anti-mouse IgG -
Alexa555 conjugate (Invitrogen) or anti-
rabbit-Dylight488 conjugate (Pierce, Bonn, 
Germany)) were applied at a concen-
tration of 5 µg/mL for one hour. Cells were 
counterstained with DAPI and observed 
under an Axioscop 2 inverted microscope 
equipped with a mercury arc lamp and 
appropriate filter sets (Zeiss, Jena, 
Germany). Background fluorescence was 
deter-mined by applying the secondary 
conjugated antibody alone and by 
replace¬ment of the primary antibody 
with mouse ore rabbit IgG-fraction 
(Dianova, Hamburg, Germany). Iso¬type 
controls were matched to anti¬body 
concentration or used at 5 µg/mL if 
primary antibody concentration was 
unknown. CD24 in tumors and xenografts 
was visualized by immuno- peroxidase-
DAB method using the EnVision anti-
mouse staining kit (DAKO) according to 
manufacturer’s protocol. Hematoxylin for 
nuclear counterstain was from Sigma and 







Flow cytometric data were analyzed using 
FlowJo 8.7.3 software. Pearson’s correla-
tion was performed using GraphPad 
Prism version 5.00 for Windows, 
(GraphPad Software, San Diego, USA). P 
value was calculated using the unpaired 
Student's t-test with 95% confidence inter-
vals. P value less than 0.05 were consid-
ered statistically significant. 
 
Results 
Uterine fibroid tissue is highly enriched for 
CD24hi cells 
Since gene expression studies revealed a 
strong expression of CD24 in fibroid tissue 
(unpublished data), we evaluated dif-
ferences on a single cell level by 
comparative flow cytometric analysis. 
Single cell suspensions of fibroid and 
myometrial tissue were stained with an 
antibody directed against CD24 and 
exclusion markers. Tissue derived non-
endothelial, non-leukocyte (CD31-/CD45-) 
cells divided into two distinct populations 
designated CD24lo and CD24hi based on 
their CD24 expression (Fig. 1A). 
Comparison of both tissues revealed a 
consistently and significantly higher 
frequency of CD24hi cells in fibroids than 
in myom¬etrium (63 % ± 19 vs. 16 % ± 7 % 
of viable CD24hi/CD31-/CD45- cells; 
p<0.005; n=9 fibroids, n=4 myometrium) 
(Fig. 1B). Compared to fibroid pre-
perations from myometrial tissue from 
four patients showed a significantly higher 
infiltration of endothelial cells (10 % ± 8 % 
vs. 5 % ± 2 %, p<0.05) and a not 
significantly higher amount of leukocytes 
(19 % ± 15 % vs. 11 % ± 9 %), probably 
caused by a stronger vascularization of the 
myometrial tissue (for detailed frequency 
of subpopulations see data supplement 
Fig. 1).   
 
CD24hi cells are organized in clusters and have 
a smooth muscle phenotype 
To correlate the high abundance of CD24hi 
cells with the pathophysiology of fibroids, 
the localization of CD24 within 
myometrial and fibroid tissue was 
determined by immunohistochemistry. 
Fibroid tissue showed a pattern of CD24 
positive cells organized in clusters 
interspersed by unstained cells (Fig. 1C). 
Vice versa, CD24 positive cells were only 
sparsely detected in myometrium. Higher 
magnification showed that the stained 
cells had fusiform, spindle-shaped 
morphology. To confirm these 
observations we also performed staining 
of fibroid and myometrial cryosectioned 
tissue with the antibody ML-5 which 
detects a formalin-sensitive epitope within 
the core protein of CD24 (Kristiansen et al., 
2010). Regardless of some minor impacts 
in morphology and staining intensity 
caused by using cryosections we were able 
to reproduce the myoma specific staining 
of CD24 with this antibody (Supplemental 
data, Fig. 2 A+B). Normal tonsil tissue 
used as positive control showed strong 
staining of CD24 in the squamous 
epithelium layer and mantle zone of 
lymph follicles (Supplemental Figure 2 C) 
as reported elsewhere (Sano et al., 2009; 
Barcos et al., 1986). To verify a smooth 
muscle differentiation, double staining of 
smooth muscle actin (SMA) and CD24 was 
performed. CD24 and SMA showed 
apparent co-localization (Fig. 1D), 
indicating a smooth muscle-like dif-






CD24hi cells show a reduced proliferation rate 
in vivo 
Because it is unclear how CD24hi cells 
enrich in fibroids, we looked for different 
proliferation by the determination of Ki-67 
positive cells within the fibroid 
subpopulations (Fig. 2A). Ki-67 is only 
present in cycling cells, whereas dormant 
or quiescent G0 cells are negative for this 
marker (Scholzen et al., 2000). The overall 
frequency of Ki-67+ cells in fibroid cell 
preparations was quite low (1.6 % ± 0.8 %; 
n=5) (data not shown) which is consistent 
with previous findings (Bourlev et al., 
2003; Kawaguchi et al., 1991; Pavlovich et 
al., 2003). However, Ki-67 staining was 
mostly found in CD24lo cells (3.6 % ± 2.9 
%). The CD24hi subfraction showed 14-
fold lower frequency of Ki-67+ cells (0.3 % 
± 0.2 % p<0.05, n=5) (Fig. 2B). This low 
percentage of proliferative cells indicates 
that CD24hi cells might reflect a quiescent 
subpopulation which will not enrich in 
tumors due to enhanced proliferation.  
 
Additional stem cell markers are present on 
CD24hi cells  
Based on the findings that CD24hi cells are 
rather quiescent and CD24 is known to be 
expressed on certain progenitor cells, we 
checked the CD24hi subsets for the 
presence of additional stem cell markers 
commonly used to identify mesenchymal 
stem cells (MSC) derived from adipose 
tissue or bone marrow such as CD90/Thy1, 
CD73, CD105, CD106 (Dominici et al., 
2006) (Fig. 3A). In 4/4 tumors CD24hi cells 
were also positive for CD73. A small 
proportion of CD24lo cells also stained for 
CD73. CD90 was less expressed on CD24hi 
cells but showed strong abundance on 
CD24lo cells in 4/4 tumors. Expression of 
CD105 strongly varied within the 
subpopulations dependent on the tumor 
investigated. One tumor showed 
enhanced expression of CD105 in CD24hi 
cells whereas another showed elevated 
expression in CD24lo cells. Three 
additionally analyzed tumors showed no 
preferential expression of CD105 on either 
of both subpopulations. CD106/VCAM 
expression was low in both sub-
populations. These data suggest that 
despite an expression of a subset of MSC 
markers on CD24hi cells they in general 
do not have a MSC phenotype. 
 
CD24 subpopulations give rise to smooth 
muscle cells and show reduced proliferation in 
vitro 
To check if the CD24hi subpopulation 
behaves differently from CD24lo cells in 
vitro, unsorted primary fibroid cells (Fig. 
4A) were separated by FACS according to 
their CD24 expression, plated onto 
chamber slides and analyzed the next day. 
Phase contrast images of the 
subpopulations showed enlarged 
morphology of CD24hi cells, whereas 
CD24lo cells had a more compact shape 
(Fig. 4A, b+f). Immunocytochemical 
staining of CD24 confirmed the purity of 
the sorted cells as strong CD24 staining 
was detectable in CD24hi but absent in 
CD24lo sorted cells (Fig. 4A, c+g). To 
check if both subsets are composed of cells 
with smooth muscle phenotype 
subpopulations were seeded and stained 
for smooth muscle actin. After the day of 
seeding (day 0) CD24hi cells showed only 
a moderate staining of αSMA whereas 
CD24lo cells exhibited a staining with 
stronger intensity. After cultivation for 
seven days both subpopulations were 
entirely positive for αSMA (Fig. 4B). 
Determination of Ki-67 index by flow 
cytometry after seven days of culture 




67-positive cells increased in both 
subpopulations compared to initial levels 
at isolation. However, the CD24hi cells 
were still less positive for Ki-67 when 
compared to CD24lo cells (CD24hi 17 % ± 
11 vs. CD24lo 53% ± 16; n=3, p<0.5) 
(Supplementary data, Fig. 3). 
 
The expression of CD24 is diminished upon in 
vitro culture 
Since there was no difference in αSMA 
protein expression between CD24hi and 
CD24lo cells after seven days of in vitro 
culture, we were interested to see if both 
subpopulations retain their CD24 
phenotype when expanded in vitro. Sorted 
and mixed cells were cultured for seven 
days and reanalyzed for their CD24 
expression. Analysis of unsorted cells 
revealed that after in vitro expansion 
initial differentiation between CD24lo and 
CD24hi subpopulations was absent. 
Instead, only one population with low 
CD24 expression comparable to that of 
initially identified CD24lo cells was 
observed (Fig. 5A). In accordance, sorted 
and one week cultured CD24hi cells 
showed a strongly reduced expression of 
CD24 compared to initial mean fluorescent 
intensity levels and expression was nearly 
absent after three weeks of culture (data 
not shown). Hence, in vitro culture 
reduced the phenotypic difference 
between the subpopulations probably by 
influencing cellular differentiation. 
 
The CD24hi subfraction is detectable in 
xenografts 
Fibroid xenografts can only be generated 
from freshly dissociated tumor cells, 
whereas in our hands cultured cells did 
not give rise to stable xenografts (Drosch et 
al., 2013). Since CD24 expression is lost 
upon in vitro culture it can be 
hypothesized that reduced expression 
might be correlated with a loss of 
tumorigenicity. To address this question 
we characterized xenografts for the 
presence of CD24-positive cells at two 
time points after transplantation. 
Immunostaining of sectioned xenografts 
displayed moderate presence of CD24hi 
cells one week post injection (Fig. 5B and 
C, left). Although co-staining with Ki-67 
revealed that CD24 cells were negative for 
this proliferation marker, a close proximity 
between CD24lo and Ki-67 positive was 
noted (Fig. 5B). After four weeks of tumor 
growth approximately 50 % of the cells 
were positive for CD24 (Fig. 5C, right) 
which is comparable to the frequency 
found in human primary fibroids. 
 
The CD24hi subpopulation has an immature 
phenotype 
We further analyzed mRNA derived from 
both subpopulations by quantitative real-
time PCR (qRT-PCR) to confirm the 
observed phenotypes (Fig. 6). We checked 
the expression levels of αSMA, β-catenin 
and CD73. Except donor (UL5) transcript 
levels of αSMA were significantly higher 
in CD24lo cells (p<0.005) compared to 
CD24hi cells confirming the previous 
observations made by immuno-
cytochemistry. Control cDNA from the 
adenocarcinoma cell line A549 and from 
human fibroblasts showed no detectable 
expression of αSMA (data not shown). The 
MSC surface protein CD73 protein showed 
consistent but statistically insignificant 
upregulation in CD24hi cells confirming 
flow cytometric data. Likewise, CD24hi 
cells showed a moderate upregulation of 
β-catenin compared to CD24lo cells which 
is known to be involved in stem cell 




entiation (Willer et al., 2003; Giangreco et 
al., 2011; Ling et al., 2009). 
 
CD24 expression in fibroids is independent of 
tumor size or age but correlates with WNT4 
expression in a certain genetic subgroup 
Since recently fibroids have been shown to 
belong to different genetic subgroups 
showing mutually exclusive mutations in 
the MED12 gene or HMGA2 (Markowski 
et al., 2012) we were interested to analyze 
if CD24 expression could be correlated to 
one of these subgroups. qRT-PCR analysis 
of mRNA derived from fibroids showing 
either MED12-mutations (n=16) or 
HMGA-rearrangements (n=10) revealed 
that CD24 is highly expressed on both 
genetic subgroups. Besides this we also 
analysed if the wingless-type MMTV 
integration site family, member 4 (Wnt4) 
which has been shown to be significantly 
higher expressed in fibroids with MED12 
mutation (Markowski et al., 2012) also 
correlates with CD24 expression. A 
significant correlation (p< 0.05, n=16) was 
observed between CD24 and Wnt4 only in 
tumors with mutations in the MED12 gene 
(Fig. 7A) including base exchanges of 
codon 43 and 44 which are the most 
frequent MED12 mutations in fibroids 
(Mäkinen et al, 2011). In turn, fibroids with 
12q14~15 rearrangements (Fig. 7B) did not 
exhibit this correlation between the 
expression of CD24 and Wnt4 in n=8 
tumors (WNT4 signal was not detectable 
in 2/10 tumors). CD24 expression did not 
correlate with tumor size or patient age in 
tumors in both groups (data not shown). 






Based on the identification of side 
population cells in fibroid and myometrial 
tissue, myomagenesis can be considered as 
the result of dysregulated stem/progenitor 
cells (Ono et al., 2007, 2012; Mas et al., 
2012).   
Our study strongly substantiates the 
concept of a “dysregulated progenitor 
hypothesis” by the identification of a 
certain cellular subpopulation in uterine 
fibroids characterized by the abundant 
expression of the surface marker CD24. 
We were able to show that this surface 
protein is strongly expressed on a subset 
of cells in fibroid tissue. Although CD24 
cannot be considered being an 
unequivocal stem cell marker (Al-Haji et 
al., 2003; von Furstenberg et al., 2011) this 
protein tends to be mostly expressed on 
undifferentiated or progenitor cells or 
tumor-initiating cells in different malig-
nancies (Fang et al., 2010; Lee et al., 2011; 
Lim SC, 2005). As uterine fibroids are 
considered to arise from a single cell clone 
(Holdsworth-Carson et al., 2013) it is 
tempting to speculate that CD24hi cells are 
derived from a transformed and mutated 
myometrial stem/progenitor cells possibly 
being also positive for CD24. We could not 
provide direct evidence for enhanced self-
renewal or in vivo tumor-regeneration 
which are considered to be main features 
of stem cells (Gonzalez and Bernad, 2012) 
because this would be dependent on the 
cells’ ability to be propagated extensively 
in vitro. This is hampered by the very 
short in vitro lifespan of MED12-mutated 
cells (Markowksi et al., 2014) and an 
almost subsequent activation of 
senescence pathways upon culture 
(Markowski et al., 2010) as well as the 
inability of fibroid cells to grow in soft-
agar (Drosch et al., 2013). Nevertheless, 




observed in progenitor cells. Akin to stem 
cell-like side population cells isolated from 
myometrium and fibroids (Ono et al., 2007; 
2013) CD24hi cells showed a significantly 
reduced expression of differentiation 
markers like αSMA and a quiescent G0 
state as indicated by the ab-sence of Ki-67 
in CD24hi cells. Interestingly, xenografts 
generated from primary fibroid cells 
showed a high proportion of CD24hi cells. 
Although these cells were negative for Ki-
67 they were still detectable after 
prolonged tumor growth suggesting that 
CD24hi cells persist as immature 
progenitor-like cells within in the tumors. 
This assumption is further supported by 
the reduced expression of CD90 which is 
believed to be a marker of terminally 
differentiated fibroid cells (Chang et al., 
2010). In turn, strong expression of the 
mesenchymal stem cell marker CD73 
(Dominici et al., 2006) was revealed in 
CD24hi cells using both flow cytometry 
and qRT-PCR. As this is an additional 
feature shared with the SP cells isolated by 
the Hoechst efflux method (Mas et al., 
2012) we consider a certain overlap 
between both phenotypes. However, the 
high abundance of the CD24hi population 
in fibroid tissue in comparison to the 
fibroid SP makes it more likely that those 
cells could reflect some intermediate 
progenitor cells rather than infrequent 
early stem cells. In contrast to freshly 
isolated cells, in vitro cultured CD24hi 
cells showed a phenotypic change with 
increased αSMA staining and reduced 
expression of CD24. This is in accordance 
with observations made by several other 
groups describing loss of hormone 
receptors (Severino et al., 1996; Gargett et 
al., 2002) or massive changes in gene 
expression profile also confirming a 
significant downregulation of CD24 in 
cultured fibroid cells (Zaitseva et al., 2006). 
Interestingly, the authors from the 
previously study by Chang et al. (2010) 
observed that less differentiated CD90- 
fibroid cells (which we found out to be 
CD24hi) shift to terminally differentiated 
CD90+ cells following in vitro culture. In 
general, not only differentiation/ 
dedifferentiation upon culture but also a 
selection against MED12 mutated cells 
(Markowski et al., 2014) may account for 
some of the above observations. Hence it 
seems to be conceivable that similarly 
CD24hi cells could be replaced by 
differentiated CD24lo cells. Based on this 
assumption, it can be hypothesized that 
loss of CD24 expression might also 
correlate with the loss of in vivo growth 
capacity of fibroid cells. Indeed, cultured - 
and therefore CD24lo cells - are unable to 
form stable xenografts (Drosch et al., 2013). 
Myometrial cells, which we determined to 
be mostly CD24lo, are also unable to form 
tumors after injection. (Drosch et al., 2013; 
Suo et al., 2009). Vice versa, injections of 
un-cultured cells produced xenografts 
with a pronounced proportion of 
CD24hi/Ki-67+. These resting cells were 
often located in proximity to CD24lo/Ki-
67+ cells. As Szotek et al (2007) found non 
proliferative label-retaining cells adjacent 
to dimmer c-Kit positive cells they 
proposed a direct lineage of c-Kit positive 
cells from the rather quiescent LRCs. 
Likewise, it can be speculated that CD24lo 
/Ki-67+ cells might be also derived from 
the non-proliferative CD24hi cells. This 
theory is supported by the observation 
that normal myometrium displays a low 
abundance of CD24hi cells, thus reflecting 
the physiological state. This mature tissue 
made up of differentiated cells does not 
exhibit lots of changes apart from 
myometrial hyperplasia during pregnancy 
(Shynlova et al., 2010). Hence, the 
infrequent CD24hi cells in myometrium 
might represent some kind of immature 




CD24lo mature myometrial cells upon 
activation. As recently a paracrine 
activation of the WNT-pathway has been 
shown between mature and SP cells in 
fibroids (Ono et al., 2013) it can be 
speculated that also a paracrine signaling 
between the CD24-sub-populations 
regulate differentiation processes between 
both cell types. Interestingly, we observed 
that CD24hi cells tend to show an 
enhanced expression of beta-catenin which 
could also reflect the effects of paracrine 
signaling. Although we could not provide 
a direct evidence for a true stem cell 
phenotype of CD24hi cells we are 
convinced that CD24hi cells are a crucial 
tumorigenic factor. However, it still 
remains an absorbing question how 
CD24hi cells may enrich in fibroid tissue. 
As CD24hi exhibit a low Ki-67 index it is 
rather unlikely that these cells will enrich 
due to hyperproliferation. A possible 
scenario for enrichment could be that an 
altered, potentially blocked differentiation 
towards CD24lo cell leads to accumulation 
of CD24hi cells. This hypothesis is 
supported by a recently identified 
mutation present in almost 70 % of all 
fibroids (Mäkinen et al., 2011) i.e. affecting 
the gene encoding for the Mediator 
complex subunit 12 (MED12). MED12 is 
considered to be involved in regulating 
stem cell function and embryonic 
development (Tutter et al., 2009). Fibroids 
carrying MED12-mutations show 
alterations in the canonical WNT signaling 
pathway (Mäkinen et al., 2011) which in 
turn facilitates stem cell differentiation 
and self-renewal via downstream targets 
like β-catenin (Clevers et al., 2006). β-
catenin itself is known to cause fibroid-like 
lesions after uterus-specific over-
expression in a mouse model (Arango et 
al., 2005, Tanwar et al., 2009). Intriguingly, 
we found a significantly positive 
correlation between the expression of 
CD24 and one of the WNT-pathway 
members, WNT4, in tumors with MED12 
mutation whereas tumors with HMGA2-
rearrangements did not exhibit any 
correlation. As we also observed that 
CD24hi cells tend to show a higher 
expression of β-catenin. Besides an 
involvement in paracrine mechanisms 
(Ono et al., 2013) this might also lead to a 
potential explanation for the enrichment of 
CD24hi cells and myomagenesis: 
Mutations e.g. in MED12 occurring in a 
precursor cell may lead to impaired beta-
catenin/wnt-signaling in CD24hi cells 
resulting in impaired differentiation and 
accumulation of CD24hi cells. This might 
lead to a reduced differentiation of CD24hi 
into CD24lo cells and result in a clonal 
accumulation of CD24hi cells in fibroids 
which is in concert with the findings about 
the clonality of fibroids cells (Holdsworth-
Carson et al., 2013). Since not only WNT-
signaling exerts pleiotropic functions 
dependent on cellular context and relative 
amount of ligand (as reviewed in Ling et 
al., 2009) there should be made further 
efforts in studying the pivotal functions of 
this pathway during myomagenesis. 
Pathway and cytogenetic analyses will 
contribute to better understanding of the 
functional link between ‘fibroid-
mutations’, wnt-pathway, CD24 and stem 
cell functions in human fibroids and 
myometrium. Taken together, we 
identified a subpopulation characteristic 
for uterine fibroids. This CD24hi 
subpopulation shows certain properties 
also common in progenitor cells. These 
cells might enrich in fibroid tissue due to 
altered differentiation and erroneous 
control mechanisms. The further 
characterization of this fibroid sub-
population and its origin will contribute to 
a better understanding of fibroid 
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Figure legends  
 
Figure 1: Isolation and characterization of CD24 subpopulations in fibroid and myometrial 
tissue. (A) Dead cells were excluded by DAPI staining (upper right). Leukocytes and endothelial cells 
were excluded from analysis by labelling with CD45-APC and CD31-FITC (Lower left). CD24 
expression was determined in remaining CD31-/CD45- cells (Lower right). (B) Average frequency of 
CD24hi and CD24lo cells in primary fibroid and myometrial tissue. Fibroid-derived CD31-/C45- 
population shows increased frequencies of CD24hi cells compared to myometrium. Bars indicate mean 
± SD (n=9 Fib, n=4 MM). Differences between CD24hi populations were significant P<0.005. (Please 
note also Supplemental Figure 1 for details) (C) Representative photomicrographs of FFPE fibroid and 
myometrial tissue stained with anti-CD24 antibody (SWA11) at high and low magnification. Inset 
shows isotype control. Scale bar 500 µm and 100 µm (D) Co-staining of CD24 and SMA in fibroid 
tissue confirms co-localization.100x magnification, scale bar 200 µm, inset at 400x magnification, inset 





Figure 2: Analysis of proliferative cells in CD24 subpopulations. (A) CD24 subpopulations of 
viable CD31-/CD45- cells were stained for proliferation marker Ki-67. (B) Mean frequency of Ki-67 
positive cells in CD24hi and CD24lo primary fibroid cells. n=5, *p < 0.05). 
 
 
Figure 3: Mesenchymal stem cell -marker expression on CD24 subpopulations. Representative 
flow cytometric analysis from fibroid-derived CD31-/CD45- CD24-subpopulations isolated from n=3 
tumors displaying expression of CD73 on CD24hi cells (red graph) and CD90 on CD24lo cells (blue 
graphs), CD105 and CD106 were mostly indifferent between subpopulations. Isotype controls were 





Figure 4: Phenotype of sorted subpopulations. (A) (a) Crude preparation of unsorted cells labelled 
with CD24 (ML5) and Alexa555-conjugated secondary antibody (orange). (b) After seeding cultured 
CD24hi cells showed an elongated morphology while (f) CD24lo cells showed a more compact shape. 
(c+g) Staining with CD24 confirms purity of sorted cells. (B) Expression of αSMA (red) in CD24 
subpopulations one day post seeding (day 0) and after 7 days of in vitro culture (red). Nuclei were 







Figure 5: Effects of in vitro culture on CD24 expression. (A) Both sorted and unsorted primary 
cells were cultured and reanalyzed after one week of culture. (Top) Unsorted cells showed a strong 
reduction of CD24 after in vitro culture (dotted line) compared to initial protein expression (bold line). 
(Bottom) Sorted CD24hi and CD24lo cells showed downregulation of CD24 after one week of in vitro 
culture. (B) Histological analysis of xenografts generated by injection of uncultured, unsorted cells. 
Staining of CD24 (orange) and Ki-67 (green) in cryosections one week post injection displayed 
absence of proliferation marker in CD24hi cells but close proximity to Ki-67+/CD24lo cells (scale bar 
100 µm). (C) Staining of CD24 in xenografts after one week (left) and four weeks (right) of growth 
showing high abundance of CD24hi cells (brown) within xenograft. Scale bars 500 µm and 50 µm. 
Isotype-specific controls were performed. Note insert lower left were only counterstain of xenografts 





Figure 6: RT-PCR analysis of CD24 subpopulations from individual fibroids tissue samples 
(UL1-5). Pre-amplified cDNA was derived from subpopulations sorted according to their CD24 
expression. Expression levels were normalized to the housekeeping gene HPRT. Smooth muscle 
marker ACTA2/SMA was significantly (p<0.005) downregulated in CD24hi (black bars) compared to 
CD24lo cells (white bars). In contrast CD24hi cells showed insignificant upregulation of CD73 and Wnt-
pathway related beta-catenin compared to CD24lo cells.  
 
 
Figure 7: Correlation of CD24 and WNT4 expression in fibroids with MED12 mutation and 12q14 
~ 15 rearrangements. (A) A highly significant correlation (*, P<0.05) between WNT4 (ordinate) and 
CD24 (abscissa) was observed in n=16 fibroids with MED12 mutation in Codon 44 (c.130G>A or 
c.131G>A) (black circles). (B) Expression levels did not correlate in n=8 fibroids with 12q14 ~ 15 










Table I: List of antibodies used in this study
Antigen Clone Isotype Dilution/Concentration Supplier
CD24 (FACS) ML5 PE-conjugated mouse IgG2a 1:5 prediluted BD Bioscience (Heidelberg, Germany)
CD24 SWA11 mouse IgG2a 1:5 Tissue culture supernatant Gift from P. Altevogt (DKFZ, Heidelberg, Germany)
CD31 (FACS) WM59 FITC-conjugated mouse IgG1 1:5 prediluted BD Bioscience
CD45 (FACS) 2D1 FITC-conjugated mouse IgG1 1:5 prediluted BD Bioscience
CD73 (FACS) AD2 APC-conjugated mouse IgG1 1:20 prediluted BD Bioscience
CD90 (FACS) E510 APC-conjugated mouse IgG1 10 µg/mL BD Bioscience
CD105 (FACS) 266 APC-conjugated mouse IgG2a 1:20 prediluted BD Bioscience
Ki-67 (FACS) B56 APC-conjugated mouse IgG1 1:20 prediluted BD Bioscience
Ki-67 SP6 rabbit IgG 1:200 Tissue culture supernatant Labvision (Kalamazoo, MI, USA)
a-smooth muscle actine 1A4 mouse IgG2a 1:400 DAKO (Glostrup, Denmark)
Isotype IgG1 MOPC-21 FITC/APC-conjugated IgG1 1:5 / 1:20 BD Bioscience
Isotype IgG2a G155-178 APC-conjugated IgG2a 1:20 BD Bioscience
Table II: List of primer sets and custom assays used in this study.
Gene Primer set/Taqman® assay reference number Accesion number
Alpha smooth muscle actin (ACTA2) Hs00909449_m1 NM_001141945
CD24 5'-ACTGCTCCTACCCACGCAGATTTA-3' (forward) NM_013230
5'-CCTTGGTGGTGGCATTAGTTGGAT-3' (reverse)
MED12 5′-CCC CTT CCC CTA AGG AAA AA-3′ (forward) NG_012808
5′-ATG CTC ATC CCC AGA GAC AG-3′ (reverse)
β-catenin (CTNNB) Hs00170025_m1 NM_001098209
Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 (HPRT1) Hs02800695_m1 NM_000194







Supplementary Figure 1: Cellular Composition of uterine fibroid and 
myometrial tissue. Upper panel: Frequency of endothelial (CD31+) and 
hematopoetic (CD45+) cells were determined in fibroid (F) and myometrial tissue (M). 
Cells negative for both markers are considered to be smooth muscle cells (SMCs). 
Bars indicate mean ± SD (n=9 F; n=4) * p<0.05). Lower panel: Frequency of CD24hi 
and CD24lo cells within CD31-/CD45- SMCs from fibroids and myoma **p<0.005. 
 
Supplementary Figure 2: Staining of CD24 in fibroids and myometrial tissue 
and controls. (A) Low magnification photomicrograph of cryo-embedded myometrial 
tissue with a local fibroid stained with anti-CD24 (ML5) which detects a formalin-
sensitive epitope. Strong staining of CD24 (brown) is visible within the tumor area. 
(B)  Representative photomicrographs from 3 cryosections of uterine fibroid and 
myometrial tissue at high and low magnification. Specimens stained with anti-CD24 
(ML5). Isotype specific control is shown in the upper left inset. (C) Normal human 
tonsil used as positive control showing strong CD24-staining in sqamous epithelium 
layer and mantle zone but absence of staining in germinal centre; representative 
pictures from 2 different tissues, inset showing isotype control.  
 
Supplementary Figure 3: Proliferation in cultured CD24 subpopulations. (A) 
Sorted subpopulations were cultured, detached and stained for CD24 and KI-67. 
Upper panel showing main population, lower panel refer to the cultured 
subpopulations. (B) Mean ± SD of KI-67+ within CD24-Supopulations from p<0.05; 























































Suppl. Table 1: Clinical and cytogenetic charcteristics and Med12 mutation status in uterine fibroids
Lab. # Karyotype MED12 mutation Patient Age Tumor Size [cm]
515
no conventional karyotype; HMGA2 
rearrangement detected only by FISH




no mutation 33 na
527 46,XX  [10] c.129 A>T 37 6
533 46,XX,r(1),t(1;12;14)(p36.3;q14;q24) [19] no mutation 41 6
535.1 47,XX,+10 [2]/46,XX [10] c.131 G>T 43 5
535.5 46,XX,del(7)(q11.2?) [2]/46,XX [12] c.131 G>A 43 3
536.4 46,XX [11] c.130 G>T 46 2
541 46,XX,t(12;14)(q15;q24) [5]/46,XX [9] no mutation 37 7




no mutation 42 5
558 46,XX [13] c.130 G>A 34 1
579
46,XX,t(12;15;14)(q15;q26;q24) [20]/ 46,XX 
[1]




no mutation 40 8
583 46,XX [16] c.130 G>A 40 5,5
610.5 46,XX [14] c.130 G>C 53 3,5
613.1 46,XX [15] c.130 G>A 39 11
613.2 46,XX [15] c.131 G>A 39 7
613.3 46,XX [16] c.130 G>A 39 7





no mutation 44 8
619.1 46,XX [14] c.131 G>A 46 3







no mutation 47 4
643.1 46,XX[7] c.128 A>C na 1
653.1 46,XX [14] c.131 G>A na 1






Konservativ werden unterine Leiomyome bislang durch Resektion des Tumors oder 
Hysterektomie behandelt (WALKER and STEWART, 2005), während im Rahmen 
medikamentöser Therapien noch keine kurative Behandlung verfügbar ist. Gründe 
hierfür sind zum einen die wohl größtenteils immer noch unbekannten 
Pathogenesemechanismen, aber auch der Mangel an prädiktiven Tiermodellen, 
welche ein wesentliches Element der präklinischen Prüfung sind. Unter den 
beschrieben Tiermodellen sind die „Eker-Ratte“ (EVERITT et al. 1995; WALKER et al. 
2003) oder die „Romagnolo-Maus“ (ROMAGNOLO; CLUZEAUDE et al. 1996; 
ROMAGNOLO, MOLINA et al. 1996) am bekanntesten.  
Es besteht die Annahme, dass solche genetisch induzierten Modelle aufgrund ihrer 
hohen Reproduzierbarkeit, einem definierten Phänotyp sowie ihrer Unabhängigkeit 
von Zelllinien oder Primärmaterial den Transplantationsmodellen überlegen sind 
(FRESE and TUVESON, 2007; RICHMOND and SU 2008). Tatsächlich eignen sich 
genetisch-induzierte Modelle sehr gut, um Tumorerkrankungen zu simulieren, bei 
denen eine kausale oder prädisponierende Mutation bekannt ist, oder um die 
Abhängigkeit eines Tumors von seinem spezifischen Onkogen (sog. Oncogene 
addiction) zu untersuchen (FRESE and TUVESON 2007).  
Bei der Eker-Ratte ist die bestehende TSC2-Mutation zwar ursächlich für die 
Entstehung myomähnlicher Läsionen, jedoch ist diese Mutation nicht mit den 
häufiger auftretenden sporadischen Leiomyomen des Menschen assoziiert. Klinisch 
finden sich Mutationen im TSC2-Gen nur bei der relativ seltenen hereditären 
Pathogenese innerhalb eines komplexen Tumorsyndroms (NARAYANAN, 2003). Auch 
manifestieren sich bei der Eker-Ratte Tumoren mit ausgeprägter Malignität in 
anderen Geweben (WALKER et al., 2003). Diese führen häufig zu einem frühen 




Darüber hinaus und könnten Sie das Wachstum uteriner Leiomyome wechselseitig 
beeinflussen und möglicherweise Ergebnisse verzerren. Nicht zuletzt scheint durch 
den eher sarkomähnlichen Phänotyp der generierten Tumoren (EVERITT et al., 1995) 
die Aussagekraft dieses Modells hinsichtlich der humanen klinischen Situation 
strittig zu sein.  
Aus den Tumoren der Eker-Ratte konnte die tumorigene ELT3-Zelllinie isoliert 
werden. Aufgrund ihrer Herkunft trägt auch diese Zelllinie eine Mutation im TSC2 
Gen (HOWE et al., 1995). Da durch Transplantation dieser Zelllinie generierte 
Tumoren aufgrund starker Proliferation und Metastasierungsneigung (EVERITT et al., 
1995; HOWE et al., 1995; YU et al., 2009) ebenfalls einen eher malignen, 
sarkomähnlichen Phänotyp zeigen, unterliegen diese ähnlichen Einschränkungen 
wie die Eker-Ratte selbst (HASSAN et al., 2008). 
Die Romagnolo-Maus ist ein konditionales, induzierbares Mausmodell, basierend 
auf der Aktivität des SV40 L-TAgs. Durch Integration dieses Transgens unter 
Kontrolle eines induzierbaren, östrogensensitiven Promotors in embryonale 
Stammzellen einer Maus erfolgt im späteren Organismus die Expression von SV40 L-
TAg in hormonabhängigen Geweben (ROMAGNOLO, CLUZEAUD et al., 1996; 
ROMAGNOLO, MOLINA et al., 1996). Durch diese Restriktion ist, im Gegensatz zur 
Eker-Ratte, eine höhere Spezifität bei der Tumorentstehung gegeben sowie die 
Untersuchung hormoneller Einflüsse auf Myomwachstums möglich (EVANS and 
BRUNSELL, 2007). In Folge einer Östrogenstimulation bilden sich bei der Romagnolo-
Maus uterine Tumoren mit starker mitotischer Aktivität (ROMAGNOLO, MOLINA et al., 
1996). Uterine Leiomyome weisen jedoch meist nur geringe Proliferation auf 
(NISOLLE et al., 1999; GROSS and MORTON, 2001; MITTAL and DEMOPOULOS, 2001) und 
zeigen darüber hinaus auch noch ein diskontinuierliches Wachstum oder sogar 
Wachstumsstagnation (ROBBOY et al., 2000; FLAKE et al., 2003; BAIRD et al., 2011). 




scheinen die physiologische Pathogenese dieser Tumoren daher nur mit erheblichen 
Einschränkungen nachzubilden. 
Ein Ansatz, die Pathogenese von uterinen Leiomyomen ohne genetische 
Veränderung des Modellorganismus zu simulieren, wurde von Hassan et al. (2008) 
unternommen. In diesem Intermediat aus genetisch-modifiziertem Modell und 
Transplantationsmodell wurde das Wachstum transplantierter Tumorfragmente 
durch eine lentiviral-vermittelte Expression des Wachstumsfaktors VEGF (vascular 
endothelial growth factor) oder der Cyclooxygenase-2 (COX2) forciert. Für beide 
Faktoren wurden jedoch keine oder nur indirekte Assoziationen mit uterinen 
Leiomyomen beobachtet (DIXON et al., 2000; CESEN-CUMMINGS et al., 2003). Auch 
wenn Histologie und Wachstumseigenschaften der generierten Läsionen im 
Vergleich zur Eker-Ratte eher einem Myom ähneln, bleibt auch hier die Frage offen, 
inwieweit die ektope Überexpression von Transgenen die Übertragbarkeit auf die 
klinische Situation einschränkt (SUO et al., 2009). Jüngst wurde ein Modell 
beschrieben, bei dem die Entstehung uteriner Leiomyome durch konstitutive 
Expression von beta-Catenin im uterinen Mesenchym verursacht wird (TANWAR et 
al., 2009). Da dieses Modell auf Veränderungen im WNT-Signalweg zurückgreift, für 
den eine starke Assoziation mit der Entstehung von Myomen beschrieben ist 
(MAKINEN, MEHINE et al., 2011), scheint dieses Modell unter den genetisch-
modifizierten Modellen noch das aussagekräftigste zu sein.  
Ein grundsätzlicher Nachteil genetisch-modifizierter Modelle ist jedoch, dass nur ein 
Teil der Facetten einer Erkrankung reflektiert wird. Eine Tumorerkrankung ist 
gekennzeichnet durch die Gegenwart weiterer Veränderungen wie epigenetischer 
Modifikationen, durch den Einfluss sezernierter humaner Wachstumsfaktoren oder 
die Präsenz stromaler Zellen (FRESE and TUVESON, 2007). Auch können die 
metabolischen Besonderheiten humaner Zellen durch genetisch modifizierte 




Im unter Publikation I (DROSCH et al., 2013) beschriebenen Injektionsmodell ist die 
Tumorentstehung nicht durch artifizielle Mutationen oder Überexpression von 
Transgenen forciert, sondern wird durch inhärente Eigenschaften der Tumorzellen 
bedingt. Dies kann daher die Pathogenese und den Charakter sporadischer 
Leiomyome mit größerer Nähre zur humanen Situation simulieren und wird 
beispielsweise durch eine myomtypische Histologie und einen vergleichbar geringen 
Proliferationsindex untermauert (DROSCH et al., 2013). Ein weiterer Vorteil der 
Transplantation primärer, unkultivierter Zellen besteht darin, dass anders als bei 
etablierten Zelllinien, wie beispielsweise ELT3 Zellen, keine in vitro Selektion von 
anpassungsfähigen Zellen stattfindet (HAUSER et al., 2009).  
Wie zuvor erwähnt, sind bei der Tumorigenese auch stromale Anteile des Tumors 
wie Fibroblasten beteiligt, welche maßgeblich auch das Verhalten des Tumors 
modulieren (DE WEVER and MAREEL 2003; ALBINI and SPORN 2007; RUBIO-VIQUEIRA 
und HIDALGO 2009). Auch bei uterinen Leiomyomen konnte im Ko-Kulturmodell ein 
proliferationsfördernder Effekt myomassoziierter Fibroblasten auf primäre 
Myomzellen nachgewiesen werden (MOORE et al., 2010). Da bei der Injektion 
primärer Tumorzellen aller Wahrscheinlichkeit nach auch Fibroblasten transplantiert 
werden, scheint dieser Ansatz gleichsam Aspekte des Tumorstromas zu 
berücksichtigen. Tatsächlich zeigte sich nach Injektion dissoziierter Myomzellen 
durch eine einsetzende Neovaskularisierung, dass sich auch hier aus den injizierten 
Primärzellen ein neues Tumorstroma modelliert. Da FISH-Daten bestätigen, dass die 
Hauptmasse eines so generierten Tumors aus Zellen humanen Ursprungs besteht, ist 
es wahrscheinlich, dass auch die ko-transplantierten Zellen des humanen 
Tumorstromas an der Ausbildung neuer hybrider Gefäße beteiligt sind. Zusätzlich 
zur Bereitstellung stromaler Zellen bietet die Injektion primärer Myomzellen darüber 
hinaus den Vorteil, dass der häufig bezüglich Proliferation und biologischer Aktivität 
variierende Bereich eines Myoms (WEI et al., 2006) gleichmäßig auf die Gesamtheit 




Trotz dieser erwähnten Vorzüge besitzt dieses Transplantationsmodell aber auch 
Nachteile. Einerseits besteht die Notwendigkeit auf Primärmaterial zugreifen zu 
müssen, wodurch sich dieses Modell nicht ohne größeren Aufwand in jedem Labor 
etablieren lässt. Eine gewisse räumliche Nähe zur Klinik und eine zeitnahe Ver-
arbeitung des Materials sind ebenso notwendig wie die stete Bereithaltung 
implantationsfähiger Mäuse. Andererseits bringt die Verwendung von Primär-
material a priori eine zusätzliche Varianz mit sich. Dies spielgelt zwar die natürliche 
Heterogenität der Myome wider, bedingt aber auch eine geringere Reproduzier-
barkeit als sie vergleichsweise genetisch-modifizierte Modelle besitzen (FRESE et al., 
2007). Auch ist zu erwähnen, dass innerhalb des beobachteten Zeitraums von 60 
Tagen mit herkömmlichen Messmethoden wie der Vermessung des Tumors mit 
einer Schiebelehre keine signifikanten Größenunterschiede der Xenotransplantate 
gemessen werden konnten. Dies entspricht zwar dem klinischen Bild eines langsam 
wachsenden Tumors (ROBBOY et al., 2000; FLAKE et al., 2003; BAIRD et al., 2011), der 
sich über Jahre hinweg gebildet hat, erschwert jedoch die Wahl geeigneter End-
punkte. Die Änderung der Tumorgröße ist nicht zuletzt auch wegen der leichten 
Zugänglichkeit (KAMB 2005; RUBIO-VIQUEIRA and HIDALGO 2009), immer noch ein oft 
genutzter Parameter für die Wirksamkeitsbestimmung anti-tumoraler Substanzen 
(VOSKOGLOU-NOMIKOS et al., 2003). Die Detektion von Größenänderung im 
Xenotransplantat, welche sich nicht mit diesen konventionellen Methoden bestim-
men lassen, würde daher alternative Messmethoden wie sensitivere bildgebende 
Verfahren (SUO et al., 2009) oder histologische und immunhistologische Parameter 
erfordern. Da ferner die Anzahl transplantierter Tiere von der eingesetzten Gewebe-
menge abhängt, ist die Nutzung des vorliegenden Injektionsmodells für eine breit 
angelegte Wirkstofftestung nur eingeschränkt möglich. Es wäre daher von großem 
Interesse, ob die Verwendung in vitro expandierter Zellen trotz möglicher Selektions-
ereignisse gegebenenfalls nicht doch einen tolerierbaren Kompromiss darstellt und 




gezeigt werden konnte, dass kultivierte Myomzellen selbst nach Immortalisierung 
oder Transformation durch SV40 L-TAg keine tumorigenen Eigenschaften mehr 
besitzen (DROSCH et al., 2013). Neben der Notwendigkeit, auf frische Zellen zurück-
greifen zu müssen, zeigte sich auch, dass eine erfolgreiche Etablierung der Tumoren 
stark abhängig von der Anzahl inokulierter Zellen ist. Ausgehend von der Annahme, 
dass uterine Leiomyome das Resultat eines einzigen proliferativen Glattmuskelzell-
klons sind (LINDER and GARTLER 1965; MASHAL et al., 1994), könnte man annehmen, 
dass alle Zellen eines Myoms, sofern der Einfluss stromaler Zellen vernachlässigt 
wird, ein ähnliches tumorigenes Potential besitzen. Da Injektionen geringer Zell-
mengen jedoch nicht zu einem Tumorwachstum führten, lässt dies vermuten, dass 
Unterschiede hinsichtlich der Tumorigenität zwischen den einzelnen Zellen bestehen 
könnten. Tatsächlich postulieren Holdsworth-Carson et al., (2013) aufgrund der 
unterschiedlichen Expression der Marker CD90 und ALDH1, dass die Zellen eines 
Myomes zwar monoklonalen Ursprungs sind, entgegen vorheriger Annahmen aber 
keine uniforme Population darstellen sondern in unterschiedliche Zelltypen wie 
Fibroblasten, Glattmuskelzellen und vaskuläre Glattmuskelzellen differenziert vor-
liegen. Das Vorliegen verschiedener Zelltypen mit gleicher zellulärer Abstammung 
spricht für die Beteiligung von Stamm- oder Vorläuferzellen, deren Involvierung bei 
verschiedenen gynäkologischen Erkrankungen vermutet wird (GARGETT et al., 2007). 
Tatsächlich konnten verschiedene Arbeitsgruppen anhand Langzeitmarkierung 
(SZOTEK et al., 2007) oder Isolation der stammzellähnlichen Seitenpopulation (SP) 
Zellen in Myometrium (ONO et al., 2007) und Myomen identifizieren (CHANG et al., 
2010; MAs et al., 2012; ONO et al., 2012), welche sich durch eine geringe Proliferation, 
der Abwesenheit von Differenzierungsmarkern oder der Fähigkeit, in andere 
Zelltypen zu differenzieren, auszeichneten. Allerdings sind bisher kaum Kenntnisse 
über die genauen Differenzierungskaskaden oder Immunophänotypen solch 




Analog zu den Untersuchungen von Holdsworth-Carson et al. (2012) konnten in 
Publikation II (DROSCH et al., 2014) anhand des Oberflächenmarkers CD24 verschie-
dene Supopulationen in uterinen Leiomyomen identifiziert werden (DROSCH et al., 
2014). Im Vergleich zum Myometrium ist dieses Protein verstärkt in Leiomyom-
gewebe exprimiert (unveröffentlichte Daten, ARSLAN et al., 2005). Durch 
durchflusszytometrische Untersuchung konnte bestätigt werden, dass dieser 
Expressionsunterschied von einer signifikant höheren Anzahl CD24-positiver Zellen 
im Myom herrührt. Da CD24 tendenziell auf unreifen oder Vorläuferzellen (FANG et 
al., 2010) (LI et al., 2009) exprimiert wird, legt dies nahe, dass CD24-positive Myom-
zellen möglicherweise ebenfalls eine Population unreifer oder stammzellähnlicher 
Zellen repräsentieren. Diese Annahme wird gleichzeitig durch die geringe Expres-
sion des Differenzierungsmarkers Glattmuskelaktin als auch durch die Expression 
des mesenchymalen Stammzellmarkers CD73 bestärkt. Auch zeigen CD24-positive 
Zellen keine Expression von CD90, welches wie von Chang et al. (2010) postuliert ein 
Marker für terminal differenzierte Myomzellen ist. Die vorgenannten Autoren be-
haupten jedoch auch, dass Myome im Vergleich zum Myometrium aufgrund eines 
reduzierten Anteils an SP-Zellen (myoSP) eine geringere Anzahl von Stamm- oder 
Vorläuferzellen besitzen. Die Diskrepanz zwischen dieser Beobachtungen und der 
erhöhten Präsenz CD24-positiver Zellen ließe sich dadurch erklären, dass CD24-posi-
tive Zellen zwar noch eine unreife, wenn auch andere Differenzierungsstufe dar-
stellen. Außerdem ist zu beachten, dass der SP-Phänotyp ein Surrogatmarker ist, der 
in erster Linie Zellen mit einer erhöhten Expression von ABC-Transportern identifi-
ziert (GOODELL et al., 2005). Auch wenn diese Eigenschaft für Stammzellen der 
meisten Gewebe zutrifft, ist davon auszugehen, dass diese Population keine homo-
gene Einheit von Zellen darstellt. Es verwundert daher nicht, dass auch Zellen, die 
keinen SP-Phänotyp zeigen, Stammzelleigenschaften aufweisen, beziehungsweise, 
dass Zellen mit SP-Phänotyp, wie beispielsweise Plazentazellen, keine 




Die Annahme, dass die CD24-positive Zellpopulation dennoch den Charakter un-
reifer Zellen besitzt, kann auch durch Beobachtungen im gesunden Gewebe bestärkt 
werden. Das Myometrium lässt sich, abgesehen von einer Hyperplasie während der 
Schwangerschaft (SHYNLOVA et al., 2010), als verhältnismäßig statisches, ausdifferen-
ziertes Gewebe betrachten (KAWAGUCHI et al., 1991). CD24-positive Zellen sind nur in 
geringem Maße im Myometriumsgewebe detektierbar, dieser Zustand könnte daher 
als physiologisch gewertet werden. Wiederum sind in den meisten differenzierten 
Geweben Stamm- oder unreife Zellen generell seltener anzutreffen sind (BURKERT et 
al., 2006; VISVADER 2011), daher könnte die geringe Anzahl der CD24-positiven Zel-
len und ihre geringe Expression von Differenzierungsmarkern ein Argument dafür 
sein, dass es sich bei diesen um eine Form unreifer Zellen bzw. Reservezellen han-
delt. Daraus folgt im Umkehrschluss, dass, wenn das mehrheitlich aus Glattmuskel-
zellen bestehende Myometrium (REHMAN et al., 2003) grundsätzlich weniger CD24-
positive Zellen aufweist, ausdifferenzierte Glattmuskelzellen tendenziell negativ für 
CD24 sind. Ausgehend von diesen Beobachtungen wäre wie in Abbildung 3A be-
schrieben, folgendes Modell für Differenzierungsprozesse von CD24-Subpopula-
tionen im Myometrium denkbar: Eine geringe Anzahl von uterine Stammzellen ver-
weilen in undifferenziertem Zustand in Myometrium. Durch symmetrische Zell-
teilungen halten Sie Ihren eigenen Bestand konstant, können aber auch durch asym-
metrische Teilung stärker differenzierte Vorläuferzellen hervorbringen. Diese 
Vorläuferzellen können sich zwar zu einem gewissen Grad selbsterneuern, bilden 
jedoch die Ausgangsstufe für weitere Differenzierungsrichtungen wie 
möglicherweise zu Fibroblasten, Gefäßzellen oder eben zu den die für die 
Entstehung von Myomen relevanten Glattmuskelzellen. Im Falle einer Determination 
für die glattmuskuläre Differenzierung können diese primären Vorläuferzellen durch 
wiederholte asymmetrische Teilung eine Population von unreifen CD24-positive 
Vorläuferzellen hervorbringen. Diese könnten als Form von Reservezellen, 




Glattmuskelzellen (ONO et al., 2013), dazu aktiviert werden, über weitere Teilungen 
zu CD24-positiven Glattmuskelzellen zu differenzieren um somit abgestorbene 
Zellen zu ersetzen.  
 
Abbildung 3: Postuliertes Modell über die Zellhierarchie und Differenzierung in gesundem 
Myometrium (A) und Leiomyomen (B). (A) Uterine Stammzellen (dunkelgrün) halten ihre eigene 
Population durch symmetrische Teilung (schwarzer Rundpfeil) konstant. Zur Aufrechterhaltung 
der Gewebshomöostase teilen sich uterine Stammzellen asymmetrisch und bilden dadurch eine 
Stammzelle und eine stärker differenzierte Primäre Vorläuferzelle (hellgrün) mit reduzierter 
Fähigkeit zur Selbsterneuerung (gekennzeichnet durch unterbrochenen Rundpfeil). Diese bilden 
durch weitere Teilung CD24-positive Zellen mit determinierter Differenzierung (rot), welche über 
weitere Teilungen zu post-mitotischen, ausgereiften CD24-negativen Glattmuskelzellen 
differenzieren (spindelförmige Zellen). (B) Onkogene Mutationen (Blitzsymbol) transformieren 
CD24-postive Vorläuferzellen (veränderte Form). Hierdurch kommt es zur Blockade einer weiteren 




positiver Zellen (schwarze Rundpfeile). Diese Effekte verursachen eine klonale Akkumulation der 
CD24-positiven Vorläuferzellen und letztendlich die Ausbildung eines Tumors.  
  
Angenommen, dass CD24-positive Zellen eine Reservestufe der CD24-negativen 
Glattmuskelzellen darstellen, bleibt jedoch ungeklärt, wie und weshalb sich CD24-
positive Zellen in uterinen Leiomyomen anreichern. Mechanismen wie bei den 
meisten malignen Tumoren, bei denen sich Krebszellen durch verstärkte 
Proliferation im Gewebe anreichern (HANAHAN and WEINBERG, 2011), können für die 
CD24-positiven Zellen nicht zutreffen, da diese eher eine geringe Proliferation zeigen 
(DROSCH et al., 2013). Es muss daher ein weiterer Mechanismus vorhanden sein, der 
zur Anreicherung CD24-positiver Zellen führt. Betrachtet man die erarbeiteten Daten 
im Kontext der Krebstammzellhypothese, ist es daher denkbar, dass Mutationen in 
Stamm- oder Vorläuferzellen zu einer Störung der Differenzierungswege und zur 
Akkumulation bestimmter Differenzierungsstufen führen. Übertragen auf die 
Präsenz CD24-positiver Zellen in Myomen lässt sich daher wie in Abbildung 3B 
skizziert, folgendes Modell postulieren: CD24-positive Zellen als unreife Vorstufe 
von Glattmuskelzellen könne durch Mutationen transformiert werden. Diese 
Mutationen bedingen, dass eine weitere Differenzierung zu den post-mitotischen 
und ausdifferenzierten CD24-negativen Glattmuskelzellen blockiert ist. Hierdurch 
reichern sich Zellen der CD24-positiven Differenzierungsstufen an und bilden einen 
Tumor, der in Übereinstimmung mit der klonalen Abstammung von Myomen 
(HOLDSWORTH-CARSON et al., 2013) aus einer unreifen transformierten Zelle 
hervorgegangen ist. Auch wäre denkbar, dass Mutationen in CD24, einhergehend  
mit einem reduzierten Differenzierungspotential, transient zu einer verstärkten 
Selbsterneuerung der CD24-positiven Zellen führen. Zwar zeigen CD24-positive 
Zellen eine geringere Proliferation, was wie erwähnt, durch einen quiescenten 
Stammzellcharakter interpretiert werden kann (GARGETT et al., 2007). 
Wahrscheinlicher ist jedoch, dass in Folge der erfahrenen Mutation und einer 




des Zellzyklus führen. In Myomen sind in der Regel keine Mutationen im TP53 Gen 
detektierbar (MEHINE et al., 2013). Es konnte außerdem nachgewiesen werden, dass 
die Aktivierung von Seneszenz via der p14Arf-MDM2-TP53-Achse ein Mechanismus 
ist, über den Myome vor einer weiteren malignen Entartung geschützt sind 
(MARKOWSKI et al., 2011). Durch diese aktiven Schutzmechanismen könnten 
transformierte CD24-positive Zellen zwar akkumulieren, eine weitere maligne 
Entartung könnte jedoch vermieden werden. In seltenen Fällen könnten Myomzellen 
trotz intakter Schutzmechanismen dennoch weitere Mutationen erfahren und 
Grundlage der Transformation zum Leiomyosarkom bilden. Die Präsenz von MED12 
Mutationen in beiden Tumorentitäten könnte Hinweise für die seltene, aber nicht 
ausgeschlossene Progression von Leiomyomen zu Leiomyosarkomen liefern 
(KAMPJARVI et al. 2012; MARKOWSKI, HUHLE et al., 2013).  
Ausgehend von der Annahme, dass zelluläre Schutzfunktionen CD24-positive Zellen 
vor einer weiteren Entartung schützen, stellt sich dennoch die Frage, warum primäre 
Myomzellen in der Lage sind, nach Transplantation ein Myom zu generieren. Eine 
mögliche Erklärung hierfür könnte sein, dass auch die CD24-positive Subpopulation 
keine uniforme Population darstellt, sondern eine weitere Subpopulation von Zellen 
mit tumorinitiierenden Eigenschaften enthält. Vergleichbare Beobachtungen wurden 
bei verschiedenen malignen Tumoren beschrieben. Exemplarisch zeigten Ma et al. 
(2007), dass der Marker CD133 Hepatomazelllinien positiv bezüglich ihrer Tumori-
genität diskriminiert. Innerhalb der tumorigenen CD133+ Tumorstammzellen-
population konnte anhand der zusätzlichen Expression der Aldehydehydrogenase 1 
eine noch aggressivere Subpopulation mit stärkerem tumorigenen Potential identi-
fiziert werden (MA et al., 2008). Da die CD24-positive Fraktion, wenn auch zu einem 
sehr geringen Teil, Ki-67 positive Zellen enthält, könnten diese möglicherweise die 
tumorinitiierende Population darstellen. Ein interessanter Ansatz wäre daher durch 
Transkriptom- oder Proteomanalysen weitere Unterschiede zwischen den CD24-




Stammzelleigenschaften zu identifizieren und letztendlich primäre tumorinitiierende 
Zellen isolieren zu können.  
Weitere Hinweise, dass die CD24-positive Population Zellen mit tumorigenen 
Potential beherbergen könnte, ergeben sich beispielsweise daraus, dass myometriale 
und daher mehrheitlich CD24-negative Zellen kein in vivo Wachstums zeigen 
(DROSCH et al., 2013). Gleichfalls sind in in vitro kultivierten Myomzellen ein Rück-
gang der CD24 Expression sowie ein Verlust der Tumorigenität zu beobachten. Ur-
sachen hierfür könnten einerseits die Aktivierung von Seneszenzmechanismen 
(MARKOWSKI et al., 2010; 2011) sein. Andererseits ist denkbar, dass in Folge der in 
vitro Kultur in der CD24-positiven Fraktion angereicherte tumorinitiierende Zellen 
ihren ursprünglichen Differenzierungsstatus und damit verbunden auch ihr tumori-
genes Potential verlieren oder gegebenenfalls sogar absterben. Markowski, Tadayyon 
et al. (2013) demonstrierten, dass Myomzellen mit Mutation im MED12-Gen bereits 
nach kurzer in vitro Passage durch Zellen ersetzt werden, welche diese Mutation 
nicht tragen. Daher liegt die Vermutung nahe, dass auch der Verlust der CD24-
Expression nach in vitro Kultur einem ähnlichen Mechanismus folgt. Insbesondere im 
Hinblick auf den klonalen Ursprung der Myome (HOLDSWORTH-CARSON et al., 2013), 
wäre es daher von Interesse, den MED12-Mutationsstatus der CD24-positiven 
Subpopulationen zu überprüfen.  
Basierend auf der Annahme, dass Mutationen in Vorläuferzellen die Akkumulation 
CD24-positiver Zellen bedingen, stellt sich die Frage, welche Ereignisse hierfür 
ursächlich sind. Als mögliche onkogene Ereignisse könnten die am häufigsten auftre-
tenden genetischen Veränderungen fungieren, d.h. Punktmutationen im MED12-Gen 
oder HMGA2-Rearragangierung (MARKOWSKI et al., 2012). Es wurde gezeigt, dass 
beide Mutationen nicht parallel bestehen (MARKOWSKI, HELMKE et al., 2013). Aller-
dings zeigen Expressionsdaten bezüglich CD24 keine unterschiedliche Expression in 
diesen beiden Subgruppen (DROSCH et al., 2014). Dies führt zu der Annahme, dass 




dessen Ende die Akkumulation von nicht ausdifferenzierten Vorläufern steht. 
HMGA2 kann die Selbsterneuerung in Stammzellen (NISHINO et al., 2008) und mit 
großer Wahrscheinlichkeit auch in myometrialen Vorläufern aktivieren (MARKOWSKI 
et al., 2010). Somit wäre es denkbar, dass in Folge von HMGA2-Rearrangierungen die 
Balance zwischen Differenzierung und Selbsterneuerung in CD24-positiven Zellen 
verschoben ist und diese Zellen keine weitere Differenzierung durchlaufen. Auch für 
MED12 sind Eigenschaften beschrieben, die in Verbindung mit Stamm- bzw. 
Vorläuferzellen gebracht werden können. Zum einen ist MED12 mit dem Cyclin-
dependent Kinase 8 (CDK8) Komplex assoziiert und somit ein Bestandteil der 
Zellzyklusregulation (GUO and WANG 2012). Zum anderen konnte gezeigt werden, 
dass MED12 den WNT-Signalweg moduliert, indem es mit beta-Catenin, einem 
Schlüsselprotein der WNT-Signalkaskade, interagiert (KIM et al., 2006). Der WNT-
Signalweg ist essentiell für die Morphogenese uteriner Gewebe aus dem 
Müller‘schen Gang (DEUTSCHER and Hung-Chang Yao 2007). Der knockout von beta-
Catenin führt zu myometrialer Hypoplasie (ARANGO et al., 2005) wogegen eine 
uterusspezifische Überexpression die Entstehung myomähnlicher Tumoren bedingt 
(TANWAR et al., 2009). Dass MED12 den WNT-Signalweg beeinflusst (ROCHA et al., 
2010), konnte auch anhand der erhöhten Expression von WNT4 in einer Subgruppe 
von Myomen mit mutiertem MED12-Gen bestätigt werden (MARKOWSKI et al., 2012). 
Sowohl die beobachtete positive Korrelation der Expression dieses Gens mit CD24 
innerhalb der MED12-mutierten Subgruppe als auch die höhere Expression von beta-
Catenin in isolierten CD24-positiven Zellen (DROSCH et al. ,2014) sind Hinweise dafür, 
dass diese Mutation in Vorläuferzellen als ein initiales Ereignis der Myomentstehung 
betrachtet werden kann. Es ist daher denkbar, dass in Folge einer MED12-Mutation 
eine verstärkte Aktivierung der WNT-Signalkaskade in CD24-positiven Zellen 
erfolgt. Daraus resultierend könnte eine weitere Differenzierung in Richtung CD24-
negativer Zellen verhindert werden. Dies wiederum hätte die Akkumulation der 




In den Ergebnissen dieser Arbeit konnte durch den spezifischen Nachweis von CD24 
in uterinen Leiomyomen eine Population von Zellen identifiziert werden, welche 
charakteristisch für diese Tumoren ist. Auch wenn CD24 in zahlreichen Karzinomen 
gefunden wurde (KRISTIANSEN et al., 2010), ist unklar ob dieser Marker auch auf 
Zellen maligner Tumoren mesenchymaler Herkunft wie dem Leiomyosarkom ex-
primiert ist. Falls die Expression von CD24 lediglich in Leiomyomen und nicht im 
malignen Pendant nachweisbar wäre, hätte man hiermit auch einen zusätzlichen 
Marker für die Differentialdiagnostik von Leiomyosarkomen oder anderen uterinen 
Tumoren mit unklarem malignen Potential verfügbar. Ferner könnte eine bestehende 
Expression von CD24 bei beiden Tumorentitäten weitere Hinweise für eine gemein-
same Pathogenese geben, welche bereits anhand von Mutationsanalysen vermutet 
wird (KAMPJARVI et al., 2012; MARKOWSKI, HUHLE et al., 2013). Unabhängig von der 
möglichen Eignung als differentialdiagnostischer Marker konnte durch den Nach-
weis von CD24 in Myomen eine Population von Zellen gefunden werden, welche 
eine stammzellgetriebene Pathogenese von uterinen Leiomyomen vermuten lässt. 
Ausgehend davon sollte in weiteren Versuchen der Stammzellcharakter dieser Zellen 
untersucht werden. Genexpressionsstudien zwischen CD24-positiven und negativen 
Zellen könnten dazu beitragen, weitere Hinweise für Stammzelleigenschaften zu er-
langen oder zusätzliche Marker zu identifizieren, welche die Aufklärung eines 
genauen Immunophänotyps erlauben. 
Für eine eindeutige Bestätigung des Stammzellcharakters sollte jedoch angestrebt 
werden, das Selbsterneuerungspotentials der unterschiedlich differenzierten CD24-
Populationen zu untersuchen. Klassischerweise erfolgte die Klärung dieser Frage-
stellung durch Transplantationsversuche mit immundefizienten Mäusen (VALENT et 
al., 2012). Dabei geht man davon aus, dass Krebsstammzellen ein ausgeprägtes 
Potential zur Selberneuerung besitzen, wodurch diese bereits nach Injektion geringer 
Zellzahlen einen Tumor bilden (VALENT et al., 2012). Durch Transplantation von 




rung der Zelldichte, ließe sich der Stammzellcharakter bestätigen. Weiterhin könnte 
hierdurch auch das zuvor beschriebene Transplantationsmodell verbessert werden, 
indem einerseits durch Vorselektion der Subpopulationen sowohl die Anzahl der für 
eine Tumorentstehung notwendigen Zellzahlen verringert würde, als auch eine 
höhere Reproduzierbarkeit erreicht werden könnte.  
Als weiteren Schritt sollte wie zuvor erwähnt in durchflusszytometrischen Experi-
menten die Expression gemeinsamer Marker zwischen den CD24-Subpopulationen 
und den anderen beschriebenen Zellpopulationen eines Myoms wie den SP-Zellen 
(ONO et al., 2012; MAS et al., 2012) oder den ALDH/CD90-Phänotpyen (HOLDSWORTH-
Carson et al., 2013) untersucht werden. Der Quervergleich dieser Populationen 
könnte Redundanzen oder Gemeinsamkeiten zwischen den einzelnen beschrieben 
Population aufdecken und möglicherweise durch die Identifikation einer 
„Konsensus-Population“ Hinweise für hierarchische Beziehungen und den Phänotyp 
uteriner Stammzellen liefern. Neben dem Beitrag zu einem besseren Verständnis der 
Pathogenese von uterinen Leiomyomen sind die Ergebnisse dieser Arbeit auch 
erwähnenswert für die Entwicklung neuer Therapien. Das beschriebene 
Transplantationsmodell erlaubt, wenn auch mit gewisser Einschränkung, die 
Testung von Substanzen in der präklinischen Phase. Die starke Expresssion von 
CD24 in Leiomyomen und die verhältnismäßig geringen Auffälligkeiten von CD24 
knockout Mäusen (SCHABATH et al., 2006) ermutigen darüber hinaus dazu, auch den 
gezielten Angriff der CD24-positiven Zellen z.B. über therapeutische Antikörper als 











Uterine Leiomyome sind gutartige Tumoren des Uterus und stellen die häufigste 
neoplastische Erkrankung des weiblichen Genitaltrakts dar. Trotz ihres gehäuften 
Auftretens, sind Pathogenese und Ätiologie bislang weitgehend unbekannt. Bishe-
rige Erkenntnisse wurden unter anderem an genetisch-induzierten Tiermodellen wie 
der Eker-Ratte oder den davon abgeleiteten ELT3 Zellen gewonnen. Diese besitzen 
jedoch die Einschränkungen, dass hieraus entstandene Xenotransplantate einen eher 
sarkomähnlichen Phänotyp aufweisen, weshalb die allgemeine Übertragbarkeit auf 
die Mehrheit der benignen uterinen Leiomyome fragwürdig ist. Daher wurde in der 
vorliegenden Arbeit zunächst angestrebt ein Tumormodell zu entwickeln, welches 
die Entstehung uteriner Leiomyome möglichst vergleichbar zu der klinischen 
Situation nachstellt. Durch die Transplantation tumorabgeleiteter Primärzellen 
konnten Xenotransplantate mit beachtlicher Ähnlichkeit zu humanen Leiomyomen 
generiert werden. Die Tumoren zeigten eine vergleichbare Histologie und ein ähn-
liches Wachstumsverhalten wie das humane Pendant. Jedoch konnten nur mit einer 
hohen Anzahl von Zellen (3 Mio. Zellen) stabile Xenotransplantate generiert werden, 
was, trotz des monoklonalen Urspungs uteriner Leiomyome eine Heterogenität auf 
zellulärer Ebene vermuten lässt. Ausgehend von einer Genexpressionsstudie, welche 
eine differentielle Expression des Zelladhäsionsmoleküls CD24 zeigte, konnten 
anhand durchflusszytometrischer und immunhistologischer Untersuchungen gezeigt 
werden, dass dieser Expressionsunterschied seinen Ursprung in einer verstärkten 
Präsenz CD24-positiver Zellen in uterinen Leiomyomen hat. CD24 ist vermehrt auf 
unreifen oder Vorläuferzellen exprimiert und es konnten Merkmale unreifer Zellen 
auf der CD24-positiven Population von Myomzellen gefunden werden. Tumoren, 
welche mittels des Injektionsmodells generiert wurden, weisen, ungeachtet der 
geringen Proliferation CD24-positiver Zellen, einen mit Primärtumoren vergleich-




diese Zellpopulation eine wichtige Rolle bei der Pathogenes spielt. darstellt. An einer 
Serie von 26 Myomen, welche entweder Mutation im MED12-Gen oder HMGA2-
Rearrangierung aufwiesen, konnte gezeigt werden, dass die Expression von CD24 
innerhalb beider Gruppen vergleichbar ist. Dies suggeriert, dass unabhängig von der 
vorherrschenden Mutation ein gemeinsamer Pathogeneseweg bestehen kann, der in 
der Anreicherung von CD24-positiven Zellen mündet. Da sowohl für HMGA2 als 
auch für MED12 eine Beteiligung an Stammzellprozessen beschrieben ist, könnten 
mutationsbedingte Veränderungen dieser Gene zu einer Störung des Gleichgewichts 
von Selbsterneuerung und Differenzierung in uterinen Stammzellen führen und 
gleichsam eine Differenzierung von unreifen CD24-positiven Zellen zu 
ausdifferenzierten CD24-negativen Zellen blockieren. Die signifikante Korrelation 
von CD24 und dem WNT-Mediator WNT4 in MED12-mutierten Myomen, sowie die 
tendenziell erhöhte Expression von beta-Catenin in CD24-positiven Zellen stützen 
die Annahme, dass insbesondere Mutationen in MED12 zu einer Veränderungen des 
stammzellrelevanten WNT-Signalweges führen können. Zusammenfassend führen 
die Ergebnisse dieser Arbeit zu der Annahme, dass die Pathogenese von uterinen 
Leiomyomen durch mutationsbedingte Änderungen in uterine Stamm- oder 
Vorläuferzellen getrieben ist. Hierdurch beeinträchtigte Differenzierungswege, 
könnten zur Akkumulation unreifer Zellen führen. Mit dem Nachweis von CD24 auf 
Myomzellen konnte eine potentielle Population von Stamm- oder Vorläuferzellen 
identifiziert werden. Durch die weitere Charakterisierung dieses Zelltyps kann nicht 
nur das Verständnis über die Pathogenese uteriner Leiomyome verbessert werden, 
sondern auch durch die verstärkte Expression von CD24 in Myomen ein Weg für 






Uterine leiomyoma, also called fibroids, are the most common uterine tumors in 
women in their reproductive age. Besides clinical observations most in vivo data has 
been achieved from animal models like the Eker-rat or the xenotransplantation of the 
Eker-rat derived cell line ELT3. Tumors produced by those models often exhibit a 
sarcoma-like appearance. Therefore, this work first addressed to design an animal 
model which closely mimics uterine fibroids according to the clinical situation. By 
the use of tumor-derived primary cells it was possible to produce xenografts with 
high similarity to uterine fibroids. However, it was only possible to generate 
xenografts with high amounts of cells (3 m cells). Despite the assumed clonal origin 
of fibroids this observation is suggesting a cellular heterogeneity within the tumors. 
Based on a former gene expression study we found CD24 being differentially 
expressed in fibroids versus myometrial tissue. Based on these observations we were 
able to show by flow cytometry that a higher number of CD24-positive cells found in 
fibroids was responsible for elevated CD24 expression. CD24 is mostly expressed on 
immature or progenitor-like cells; likewise CD24-positive fibroid cells showed 
properties similar properties immature cells. The high abundance of these cells in 
xenografts and primary tumors underpins their important role in pathogenesis. In 
addition, gene expression analysis using 26 uterine fibroids with either MED12 or 
HMGA2 rearrangements was conducted. CD24 was highly expressed in both 
subgroups considering that this reflects a common route of myomagenesis likely 
involving CD24-positive cells. HMGA2 as well as MED12 are reported to have 
impacts on stem cell behavior and related pathways. Hence, it can be hypothesized 
that mutational changes in both genes will impact the delicate balance of uterine 
stem cells leading to impaired differentiation of CD24-positive cells towards CD24-
negative cells. Since a significant correlation between CD24 and the stem cell related 




seems likely that MED12 accounts for an impaired stem cells differentiation leading 
to an accumulation of CD24-positive cells. Taken together the observations made in 
this work substantiate the hypothesis of a stem cell-driven pathogenesis of uterine 
fibroids. Oncogenic mutations likely to affect the delicate balance of stem cells might 
lead to accumulation of immature cells marked by CD24. The isolation of these cells 
will not only contribute to a better understanding about the pathogenesis of uterine 
fibroids but might also facilitate the development of therapies by targeting the CD24-




7 Literaturverzeichnis  
 
Al-Hajj M, Wicha MS, Benito-Hernandez A, Morrison SJ and Clarke MF (2003). Prospective 
identification of tumorigenic breast cancer cells. Proc Natl Acad Sci U S A 100: 3983-3988. 
 
Albini A and Sporn MB (2007). The tumour microenvironment as a target for 
chemoprevention. Nat Rev Cancer 7: 139-147. 
 
Anastas JN and Moon RT (2013). WNT signalling pathways as therapeutic targets in cancer. 
Nat Rev Cancer 13: 11-26. 
 
Arango NA, Szotek PP, Manganaro TF, Oliva E, Donahoe PK and Teixeira J (2005). 
Conditional deletion of beta-catenin in the mesenchyme of the developing mouse uterus 
results in a switch to adipogenesis in the myometrium. Dev Biol 288: 276-283. 
 
Arslan AA, Gold LI, Mittal K, Suen TC, Belitskaya-Levy I, Tang MS and Toniolo P (2005). 
Gene expression studies provide clues to the pathogenesis of uterine leiomyoma: new 
evidence and a systematic review. Hum Reprod 20: 852-863. 
 
Aung T, Goto M, Nomoto M, Kitajima S, Douchi T, Yoshinaga M and Yonezawa S (2004). 
Uterine lipoleiomyoma: a histopathological review of 17 cases. Pathol Int 54: 751-758. 
 
Baird DD, Garrett TA, Laughlin SK, Davis B, Semelka RC and Peddada SD (2011). Short-term 
change in growth of uterine leiomyoma: tumor growth spurts. Fertil Steril 95: 242-246. 
 
Barker N, Ridgway RA, Van Es JH, Van De Wetering M, Begthel H, Van Den Born M, 
Danenberg E, Clarke AR, Sansom OJ and Clevers H (2009). Crypt stem cells as the cells-of-
origin of intestinal cancer. Nature 457: 608-611. 
 
Ben-Ami M, Battino S and Shalev E (1993). Pregnancy following GnRH agonist therapy of 
uterine leiomyoma obstructing a single fallopian tube. Hum Reprod 8: 780-781. 
 
Bhattacharya N, Banerjee AK and Sengupta J (1998). Ossification of leiomyoma. J Indian 
Med Assoc 96: 99. 
 
Bonnet D and Dick JE (1997). Human acute myeloid leukemia is organized as a hierarchy that 





Bullerdiek J (1999). Leiomyoma—do viruses play the main role? Genes, Chromosomes and 
Cancer 26: 181-181. 
 
Bulun SE (2013). Uterine fibroids. New England Journal of Medicine 369: 1344-1355. 
 
Burkert J, Wright NA and Alison MR (2006). Stem cells and cancer: an intimate relationship. 
J Pathol 209: 287-297. 
 
Carlson RM and Leslie DB (2010). Synchronous esophageal and jejunal leiomyoma 
presenting as strangulation obstruction. Am Surg 76: E216-217. 
 
Cervello I, Martinez-Conejero JA, Horcajadas JA, Pellicer A and Simon C (2007). 
Identification, characterization and co-localization of label-retaining cell population in mouse 
endometrium with typical undifferentiated markers. Hum Reprod 22: 45-51. 
 
Cesen-Cummings K, Houston KD, Copland JA, Moorman VJ, Walker CL and Davis BJ (2003). 
Uterine leiomyomas express myometrial contractile-associated proteins involved in 
pregnancy-related hormone signaling. J Soc Gynecol Investig 10: 11-20. 
 
Chan EF, Gat U, Mcniff JM and Fuchs E (1999). A common human skin tumour is caused by 
activating mutations in beta-catenin. Nat Genet 21: 410-413. 
 
Chang HL, Senaratne TN, Zhang L, Szotek PP, Stewart E, Dombkowski D, Preffer F, Donahoe 
PK and Teixeira J (2010). Uterine Leiomyomas Exhibit Fewer Stem/Progenitor Cell 
Characteristics When Compared With Corresponding Normal Myometrium. Reproductive 
Sciences 17: 158-167. 
 
Chenn A and Walsh CA (2002). Regulation of cerebral cortical size by control of cell cycle exit 
in neural precursors. Science 297: 365-369. 
 
Chia CC, Huang SC, Chen SS, Kang JY, Lin JC, Lin YS, Huang KF, Lee HJ and Zheng CC (2006). 
Ultrasonographic evaluation of the change in uterine fibroids induced by treatment with a 
GnRH analog. Taiwan J Obstet Gynecol 45: 124-128. 
 
Collins JL, Patek PQ and Cohn M (1980). Cancer: a problem in somatic cell evolution. 





Conboy IM and Rando TA (2005). Aging, stem cells and tissue regeneration: lessons from 
muscle. Cell Cycle 4: 407-410. 
 
Cramer SF and Patel A (1990). The frequency of uterine leiomyomas. Am J Clin Pathol 94: 
435-438. 
 
Dalerba P, Dylla SJ, Park IK, Liu R, Wang X, Cho RW, Hoey T, Gurney A, Huang EH, Simeone 
DM, Shelton AA, Parmiani G, Castelli C and Clarke MF (2007). Phenotypic characterization 
of human colorectal cancer stem cells. Proc Natl Acad Sci U S A 104: 10158-10163. 
 
Day Baird D, Dunson DB, Hill MC, Cousins D and Schectman JM (2003). High cumulative 
incidence of uterine leiomyoma in black and white women: ultrasound evidence. Am J 
Obstet Gynecol 188: 100-107 
 
De Wever O and Mareel M (2003). Role of tissue stroma in cancer cell invasion. J Pathol 200: 
429-447. 
 
Deutscher E and Hung-Chang Yao H (2007). Essential roles of mesenchyme-derived beta-
catenin in mouse Mullerian duct morphogenesis. Dev Biol 307: 227-236. 
 
Dixon D, He H and Haseman JK (2000). Immunohistochemical localization of growth factors 
and their receptors in uterine leiomyomas and matched myometrium. Environ Health 
Perspect 108 Suppl 5: 795-802. 
 
Drosch M, Bullerdiek J, Zollner TM, Prinz F, Koch M and Schmidt N (2013). A novel mouse 
model that closely mimics human uterine leiomyomas. Fertility and Sterility 99: 927-935 
e926 
 
Eker R (1954). Familial renal adenomas in Wistar rats; a preliminary report. Acta Pathol 
Microbiol Scand 34: 554-562. 
 
Evans P and Brunsell S (2007). Uterine fibroid tumors: diagnosis and treatment. Am Fam 
Physician 75: 1503-1508. 
 
Everitt JI, Wolf DC, Howe SR, Goldsworthy TL and Walker C (1995). Rodent model of 






Fang X, Zheng P, Tang J and Liu Y (2010). CD24: from A to Z. Cell Mol Immunol 7: 100-103. 
 
Fearon ER and Vogelstein B (1990). A genetic model for colorectal tumorigenesis. Cell 61: 
759-767. 
 
Flake GP, Andersen J and Dixon D (2003). Etiology and pathogenesis of uterine leiomyomas: 
a review. Environ Health Perspect 111: 1037-1054. 
 
Frese KK and Tuveson DA (2007). Maximizing mouse cancer models. Nat Rev Cancer 7: 645-
658. 
 
Fujiwara T, Stolker JM, Watanabe T, Rashid A, Longo P, Eshleman JR, Booker S, Lynch HT, 
Jass JR, Green JS, Kim H, Jen J, Vogelstein B and Hamilton SR (1998). Accumulated clonal 
genetic alterations in familial and sporadic colorectal carcinomas with widespread instability 
in microsatellite sequences. Am J Pathol 153: 1063-1078. 
 
Gambelli F, Sasdelli F, Manini I, Gambarana C, Oliveri G, Miracco C and Sorrentino V (2012). 
Identification of cancer stem cells from human glioblastomas: growth and differentiation 
capabilities and CD133/prominin-1 expression. Cell Biol Int 36: 29-38. 
 
Gargett BE and Chan RW (2006). Endometrial stem/progenitor cells and proliferative 
disorders of the endometrium. Minerva Ginecol 58: 511-526. 
 
Gargett CE (2007). Uterine stem cells: what is the evidence? Hum Reprod Update 13: 87-101. 
 
Gat U, Dasgupta R, Degenstein L and Fuchs E (1998). De Novo hair follicle morphogenesis 
and hair tumors in mice expressing a truncated beta-catenin in skin. Cell 95: 605-614. 
 
Golebiewska A, Brons NH, Bjerkvig R and Niclou SP (2011). Critical appraisal of the side 
population assay in stem cell and cancer stem cell research. Cell Stem Cell 8: 136-147. 
 
Gonzalez M, Bernad A, López-Larrea C, López-Vázquez A ,Suárez-Álvarez B (2012). 
Characteristics of Adult Stem Cells. Stem Cell Transplantation. Springer US. 741: 103-120. 
 
Goodell MA (2005). Stem cell identification and sorting using the Hoechst 33342 side 





Goodell MA, Mckinney-Freeman S and Camargo FD (2005). Isolation and characterization of 
side population cells. Methods in Molecular Biology 290: 343-352. 
 
Gross KL and Morton CC (2001). Genetics and the development of fibroids. Clin Obstet 
Gynecol 44: 335-349. 
 
Gross KL, Neskey DM, Manchanda N, Weremowicz S, Kleinman MS, Nowak RA, Ligon AH, 
Rogalla P, Drechsler K, Bullerdiek J and Morton CC (2003). HMGA2 expression in uterine 
leiomyomata and myometrium: quantitative analysis and tissue culture studies. Genes 
Chromosomes Cancer 38: 68-79. 
 
Guo X and Wang XF (2012). A mediator lost in the war on cancer. Cell 151: 927-929. 
 
Hanahan D and Weinberg RA (2011). Hallmarks of cancer: the next generation. Cell 144: 
646-674. 
 
Hassan MH, Eyzaguirre E, Arafa HMM, Hamada FMA, Salama SA and Al-Hendy A (2008). 
Memy I: a novel murine model for uterine leiomyoma using adenovirus-enhanced human 
fibroid explants in severe combined immune deficiency mice. American Journal of Obstetrics 
and Gynecology 199: 156.e151-156.e158. 
 
Hauser J, Hauser M, Muhr G and Esenwein S (2009). Ultrasound-induced modifications of 
cytoskeletal components in osteoblast-like SAOS-2 cells. J Orthop Res 27: 286-294. 
 
Hayashi S, Fujita K, Matsumoto S, Akita M and Satomi A (2011). Isolation and identification 
of cancer stem cells from a side population of a human hepatoblastoma cell line, HuH-6 
clone-5. Pediatr Surg Int 27: 9-16. 
 
Hennig Y, Wanschura S, Deichert U, Bartnitzke S and Bullerdiek J (1996). Rearrangements 
of the high mobility group protein family genes and the molecular genetic origin of uterine 
leiomyomas and endometrial polyps. Molecular Human Reproduction 2: 277-283. 
 
Hewitt HB (1958). Studies of the dissemination and quantitative transplantation of a 
lymphocytic leukaemia of CBA mice. Br J Cancer 12: 378-401. 
 
Hodge JC and Morton CC (2007). Genetic heterogeneity among uterine leiomyomata: 





Hodge JC, Park PJ, Dreyfuss JM, Assil-Kishawi I, Somasundaram P, Semere LG, Quade BJ, 
Lynch AM, Stewart EA and Morton CC (2009). Identifying the molecular signature of the 
interstitial deletion 7q subgroup of uterine leiomyomata using a paired analysis. Genes 
Chromosomes Cancer 48: 865-885. 
 
Holdsworth-Carson SJ, va M, Vollenhoven BJ and Rogers PA (2013). Clonality of smooth 
muscle and fibroblast cell populations isolated from human fibroid and myometrial tissues. 
Mol Hum Reprod. In Press.  
 
Howe SR, Gottardis MM, Everitt JI, Goldsworthy TL, Wolf DC and Walker C (1995). Rodent 
model of reproductive tract leiomyomata. Establishment and characterization of tumor-
derived cell lines. Am J Pathol 146: 1568-1579. 
 
Hubbard SA, Friel AM, Kumar B, Zhang L, Rueda BR and Gargett CE (2009). Evidence for 
cancer stem cells in human endometrial carcinoma. Cancer Res 69: 8241-8248. 
 
Hubbard SA and Gargett CE (2010). A cancer stem cell origin for human endometrial 
carcinoma? Reproduction 140: 23-32. 
 
Hueng DY, Sytwu HK, Huang SM, Chang C and Ma HI (2011). Isolation and characterization 
of tumor stem-like cells from human meningiomas. J Neurooncol 104: 45-53. 
 
Huettner, C. S., Zhang, P., Van Etten, R. A. & Tenen, D. G. (2000) Reversibility of acute B-cell 
leukaemia induced by BCR-ABL1. Nature Genet. 24, 57–60. 
 
Ip PP, Cheung AN and Clement PB (2009). Uterine smooth muscle tumors of uncertain 
malignant potential (STUMP): a clinicopathologic analysis of 16 cases. Am J Surg Pathol 33: 
992-1005. 
 
Jamieson CH, Ailles LE, Dylla SJ, Muijtjens M, Jones C, Zehnder JL, Gotlib J, Li K, Manz MG, 
Keating A, Sawyers CL and Weissman IL (2004). Granulocyte-macrophage progenitors as 
candidate leukemic stem cells in blast-crisis CML. N Engl J Med 351: 657-667. 
 





Kampjarvi K, Makinen N, Kilpivaara O, Arola J, Heinonen HR, Bohm J, Abdel-Wahab O, 
Lehtonen HJ, Pelttari LM, Mehine M, Schrewe H, Nevanlinna H, Levine RL, Hokland P, 
Bohling T, Mecklin JP, Butzow R, Aaltonen LA and Vahteristo P (2012). Somatic MED12 
mutations in uterine leiomyosarcoma and colorectal cancer. Br J Cancer 107: 1761-1765. 
 
Kawaguchi K, Fujii S, Konishi I, Iwai T, Nanbu Y, Nonogaki H, Ishikawa Y and Mori T (1991). 
Immunohistochemical analysis of oestrogen receptors, progesterone receptors and Ki-67 in 
leiomyoma and myometrium during the menstrual cycle and pregnancy. Virchows Archiv 
419: 309-315. 
 
Kim KH, Seol HJ, Kim EH, Rheey J, Jin HJ, Lee Y, Joo KM, Lee J and Nam DH (2013). 
Wnt/beta-catenin signaling is a key downstream mediator of MET signaling in glioblastoma 
stem cells. Neuro Oncol 15: 161-171. 
 
Kim S, Xu X, Hecht A and Boyer TG (2006). Mediator is a transducer of Wnt/beta-catenin 
signaling. J Biol Chem 281: 14066-14075. 
 
Klemke M, Meyer A, Nezhad MH, Bartnitzke S, Drieschner N, Frantzen C, Schmidt EH, Belge 
G and Bullerdiek J (2009). Overexpression of HMGA2 in uterine leiomyomas points to its 
general role for the pathogenesis of the disease. Genes Chromosomes Cancer 48: 171-178. 
 
Knudson AG, Jr. (1971). Mutation and cancer: statistical study of retinoblastoma. Proc Natl 
Acad Sci U S A 68: 820-823. 
 
Korinek V, Barker N, Moerer P, Van Donselaar E, Huls G, Peters PJ and Clevers H (1998). 
Depletion of epithelial stem-cell compartments in the small intestine of mice lacking Tcf-4. 
Nat Genet 19: 379-383. 
 
Kriplani A, Agarwal N, Parul D, Bhatla N and Saxena AK (2002). Prolapsed leiomyoma with 
severe haemorrhage after GnRH analogue therapy. J Obstet Gynaecol 22: 449-451. 
 
Kristiansen G, Machado E, Bretz N, Rupp C, Winzer K-J, Konig A-K, Moldenhauer G, Marme 
F, Costa J and Altevogt P (2010). Molecular and clinical dissection of CD24 antibody 
specificity by a comprehensive comparative analysis. Lab Invest 90: 1102-1116. 
 
Lengauer C, Kinzler KW and Vogelstein B (1998). Genetic instabilities in human cancers. 





Lethaby A, Vollenhoven B and Sowter M (2001). Pre-operative GnRH analogue therapy 
before hysterectomy or myomectomy for uterine fibroids. Cochrane Database Syst Rev: 
CD000547. 
 
Ligon AH and Morton CC (2000). Genetics of uterine leiomyomata. Genes Chromosomes 
Cancer 28: 235-245. 
 
Ligon AH and Morton CC (2001). Leiomyomata: heritability and cytogenetic studies. Hum 
Reprod Update 7: 8-14. 
 
Li C, Lee CJ and Simeone DM (2009). Identification of human pancreatic cancer stem cells. 
Methods Mol Biol 568: 161-173. 
 
Linder D and Gartler SM (1965). Glucose-6-phosphate dehydrogenase mosaicism: utilization 
as a cell marker in the study of leiomyomas. Science 150: 67-69. 
 
Liu HG, Chen C, Yang H, Pan YF and Zhang XH (2011). Cancer stem cell subsets and their 
relationships. J Transl Med 9: 50. 
 
Livak KJ and Schmittgen TD (2001). Analysis of relative gene expression data using real-time 
quantitative PCR and the 2(-Delta Delta C(T)) Method. Methods 25: 402-408. 
 
Lobel MK, Somasundaram P and Morton CC (2006). The genetic heterogeneity of uterine 
leiomyomata. Obstet Gynecol Clin North Am 33: 13-39. 
 
Luo X and Chegini N (2008). The expression and potential regulatory function of microRNAs 
in the pathogenesis of leiomyoma. Semin Reprod Med 26: 500-514. 
 
Ma S, Chan KW, Hu L, Lee TK, Wo JY, Ng IO, Zheng BJ and Guan XY (2007). Identification and 
characterization of tumorigenic liver cancer stem/progenitor cells. Gastroenterology 132: 
2542-2556. 
 
Ma S, Chan KW, Lee TK, Tang KH, Wo JY, Zheng BJ and Guan XY (2008). Aldehyde 






Makinen N, Heinonen HR, Moore S, Tomlinson IP, Van Der Spuy ZM and Aaltonen LA 
(2011). MED12 exon 2 mutations are common in uterine leiomyomas from South African 
patients. Oncotarget 2: 966-969. 
 
Makinen N, Mehine M, Tolvanen J, Kaasinen E, Li Y, Lehtonen HJ, Gentile M, Yan J, Enge M, 
Taipale M, Aavikko M, Katainen R, Virolainen E, Bohling T, Koski TA, Launonen V, Sjoberg J, 
Taipale J, Vahteristo P and Aaltonen LA (2011). MED12, the mediator complex subunit 12 
gene, is mutated at high frequency in uterine leiomyomas. Science 334: 252-255. 
 
Makino S (1956). Further evidence favoring the concept of the stem cell in ascites tumors of 
rats. Ann N Y Acad Sci 63: 818-830. 
 
Markowski DN, Von Ahsen I, Nezhad MH, Wosniok W, Helmke BM and Bullerdiek J (2010). 
HMGA2 and the p19Arf-TP53-CDKN1A axis: a delicate balance in the growth of uterine 
leiomyomas. Genes Chromosomes Cancer 49: 661-668. 
 
Markowski DN, Helmke BM, Belge G, Nimzyk R, Bartnitzke S, Deichert U and Bullerdiek J 
(2011). HMGA2 and p14Arf: major roles in cellular senescence of fibroids and therapeutic 
implications. Anticancer Res 31: 753-761. 
 
Markowski DN, Winter N, Meyer F, Von Ahsen I, Wenk H, Nolte I and Bullerdiek J (2011). 
p14Arf acts as an antagonist of HMGA2 in senescence of mesenchymal stem cells-
implications for benign tumorigenesis. Genes Chromosomes Cancer 50: 489-498. 
 
Markowski DN, Bartnitzke S, Loning T, Drieschner N, Helmke BM and Bullerdiek J (2012). 
MED12 mutations in uterine fibroids - their relationship to cytogenetic subgroups. Int J 
Cancer. 
 
Markowski DN, Helmke BM, Bartniztke S, Löning T, Bullerdiek J (2013). Uterine fibroids: Do 
we deal with more than one disease. Int J Gynecol Path. In Press 
 
Markowski DN, Huhle S, Nimzyk R, Stenman G, Loning T and Bullerdiek J (2013). MED12 
mutations occurring in benign and malignant mammalian smooth muscle tumors. Genes, 
Chromosomes and Cancer 52: 297-304. 
 
Markowski DN, Tadayyon M, Bartnitzke S, Belge G, Helmke BM, Bullerdiek J (2013). Cell 
Cultures in Uterine Leiomyomas: Rapid Disappearance of Cells Carrying MED12 Mutations. Genes 





Mas A, Cervello I, Gil-Sanchis C, Faus A, Ferro J, Pellicer A and Simon C (2012). Identification 
and characterization of the human leiomyoma side population as putative tumor-initiating 
cells. Fertility and Sterility 98: 741-751 e746. 
 
Mashal RD, Fejzo ML, Friedman AJ, Mitchner N, Nowak RA, Rein MS, Morton CC and Sklar J 
(1994). Analysis of androgen receptor DNA reveals the independent clonal origins of uterine 
leiomyomata and the secondary nature of cytogenetic aberrations in the development of 
leiomyomata. Genes Chromosomes Cancer 11: 1-6. 
 
Martinez-Mir A, Glaser B, S. Chuang G, Horev L, Waldman A, Engler DE, Gordon D, Spelman 
LJ, Hatzibougias I, Green J, Christiano AM and Zlotogorski A (2003). Germline Fumarate 
Hydratase Mutations in Families with Multiple Cutaneous and Uterine Leiomyomata. 121: 
741-744. 
 
Mehine M, Kaasinen E, Makinen N, Katainen R, Kampjarvi K, Pitkanen E, Heinonen HR, 
Butzow R, Kilpivaara O, Kuosmanen A, Ristolainen H, Gentile M, Sjoberg J, Vahteristo P 
and Aaltonen LA (2013). Characterization of uterine leiomyomas by whole-genome 
sequencing. N Engl J Med 369: 43-53. 
 
Mittal K and Demopoulos RI (2001). MIB-1 (Ki-67), p53, estrogen receptor, and 
progesterone receptor expression in uterine smooth muscle tumors. Human Pathology 32: 
984-987. 
 
Moore A, Yu L, Swartz C, Zheng X, Wang L, Castro L, Kissling G, Walmer D, Robboy S and 
Dixon D (2010). Human uterine leiomyoma-derived fibroblasts stimulate uterine leiomyoma 
cell proliferation and collagen type I production, and activate RTKs and TGF beta receptor 
signaling in coculture. Cell Communication and Signaling 8: 10. 
 
Murphy NJ and Wallace DL (1993). Gonadotropin releasing hormone (GnRH) agonist therapy 
for reduction of leiomyoma volume. Gynecol Oncol 49: 266-267. 
 
Narayanan V (2003). Tuberous sclerosis complex: genetics to pathogenesis. Pediatr Neurol 
29: 404-409. 
 
Nishino J, Kim I, Chada K and Morrison SJ (2008). Hmga2 promotes neural stem cell self-






Nisolle M, Gillerot S, Casanas-Roux F, Squifflet J, Berliere M and Donnez J (1999). 
Immunohistochemical study of the proliferation index, oestrogen receptors and 
progesterone receptors A and B in leiomyomata and normal myometrium during the 
menstrual cycle and under gonadotrophin-releasing hormone agonist therapy. Human 
Reproduction 14: 2844-2850. 
 
Nowell PC (1976). The clonal evolution of tumor cell populations. Science 194: 23-28. 
 
Nowell PC (1991). Genetic instability and tumor development. Basic Life Sci 57: 221-228; 
discussion 228-231. 
 
Ono M, Maruyama T, Masuda H, Kajitani T, Nagashima T, Arase T, Ito M, Ohta K, Uchida H, 
Asada H, Yoshimura Y, Okano H and Matsuzaki Y (2007). Side population in human uterine 
myometrium displays phenotypic and functional characteristics of myometrial stem cells. 
Proceedings of the National Academy of Sciences 104: 18700-18705. 
 
Ono M, Qiang W, Serna VA, Yin P, Coon JST, Navarro A, Monsivais D, Kakinuma T, Dyson 
M, Druschitz S, Unno K, Kurita T and Bulun SE (2012). Role of stem cells in human uterine 
leiomyoma growth. PLoS ONE 7: e36935. 
 
Ono M, Yin P, Navarro A, Moravek MB, Coon JST, Druschitz SA, Serna VA, Qiang W, Brooks 
DC, Malpani SS, Ma J, Ercan CM, Mittal N, Monsivais D, Dyson MT, Yemelyanov A, 
Maruyama T, Chakravarti D, Kim JJ, Kurita T, Gottardi CJ and Bulun SE (2013). Paracrine 
activation of WNT/beta-catenin pathway in uterine leiomyoma stem cells promotes tumor 
growth. Proc Natl Acad Sci U S A 110: 17053-17058. 
 
Pardal R, Clarke MF and Morrison SJ (2003). Applying the principles of stem-cell biology to 
cancer. Nat Rev Cancer 3: 895-902. 
 
Perez-Losada J and Balmain A (2003). Stem-cell hierarchy in skin cancer. Nat Rev Cancer 3: 
434-443. 
 
Pierce GB and Wallace C (1971). Differentiation of malignant to benign cells. Cancer Res 31: 
127-134. 
 





Porter KB, Tsibris JC, Nicosia SV, Murphy JM, O'brien WF, Rao PS and Spellacy WN (1995). 
Estrogen-induced guinea pig model for uterine leiomyomas: do the ovaries protect? Biol 
Reprod 52: 824-832. 
 
Raptis S and Bapat B (2006). Genetic instability in human tumors. EXS: 303-320. 
 
Rehman KS, Yin S, Mayhew BA, Word RA and Rainey WE (2003). Human myometrial 
adaptation to pregnancy: cDNA microarray gene expression profiling of myometrium from 
non‐pregnant and pregnant women. Molecular Human Reproduction 9: 681-700. 
 
Rein MS, Barbieri RL and Friedman AJ (1995). Progesterone: a critical role in the 
pathogenesis of uterine myomas. Am J Obstet Gynecol 172: 14-18. 
Rein MS, Powell WL, Walters FC, Weremowicz S, Cantor RM, Barbieri RL and Morton CC 
(1998). Cytogenetic abnormalities in uterine myomas are associated with myoma size. Mol 
Hum Reprod 4: 83-86. 
 
Reya T, Duncan AW, Ailles L, Domen J, Scherer DC, Willert K, Hintz L, Nusse R and 
Weissman IL (2003). A role for Wnt signalling in self-renewal of haematopoietic stem cells. 
Nature 423: 409-414. 
 
Richmond A and Su Y (2008). Mouse xenograft models vs GEM models for human cancer 
therapeutics. Dis Model Mech 1: 78-82. 
 
Robboy SJ, Bentley RC, Butnor K and Anderson MC (2000). Pathology and pathophysiology 
of uterine smooth-muscle tumors. Environ Health Perspect 108 Suppl 5: 779-784. 
 
Rocha PP, Scholze M, Bleiss W and Schrewe H (2010). Med12 is essential for early mouse 
development and for canonical Wnt and Wnt/PCP signaling. Development 137: 2723-2731. 
 
Romagnolo B, Cluzeaud F, Lambert M, Colnot S, Porteu A, Molina T, Tomasset M, 
Vandewalle A, Kahn A and Perret C (1996). Tissue-specific and hormonal regulation of 
calbindin-D9K fusion genes in transgenic mice. J Biol Chem 271: 16820-16826. 
 
Romagnolo B, Molina T, Leroy G, Blin C, Porteux A, Thomasset M, Vandewalle A, Kahn A 
and Perret C (1996). Estradiol-dependent uterine leiomyomas in transgenic mice. J Clin 





Rubio-Viqueira B and Hidalgo M (2009). Direct in vivo xenograft tumor model for predicting 
chemotherapeutic drug response in cancer patients. Clin Pharmacol Ther 85: 217-221. 
 
Sandberg AA (2005). Updates on the cytogenetics and molecular genetics of bone and soft 
tissue tumors: leiomyoma. Cancer Genet Cytogenet 158: 1-26. 
 
Schabath H, Runz S, Joumaa S and Altevogt P (2006). CD24 affects CXCR4 function in pre-B 
lymphocytes and breast carcinoma cells. J Cell Sci 119: 314-325. 
 
Schaefer J (1955). [Pathology, diagnostic and therapy of chondromatous hamartoma of the 
lung]. Thoraxchirurgie 3: 60-66. 
 
Schoenmakers EF, Wanschura S, Mols R, Bullerdiek J, Van Den Berghe H and Van De Ven 
WJ (1995). Recurrent rearrangements in the high mobility group protein gene, HMGI-C, in 
benign mesenchymal tumours. Nat Genet 10: 436-444. 
 
Sell S and Pierce GB (1994). Maturation arrest of stem cell differentiation is a common 
pathway for the cellular origin of teratocarcinomas and epithelial cancers. Lab Invest 70: 6-
22. 
 
Shi MF, Jiao J, Lu WG, Ye F, Ma D, Dong QG and Xie X (2010). Identification of cancer stem 
cell-like cells from human epithelial ovarian carcinoma cell line. Cell Mol Life Sci 67: 3915-
3925. 
 
Shynlova O, Kwong R and Lye SJ (2010). Mechanical stretch regulates hypertrophic 
phenotype of the myometrium during pregnancy. Reproduction 139: 247-253. 
 
Singh SK, Clarke ID, Terasaki M, Bonn VE, Hawkins C, Squire J and Dirks PB (2003). 
Identification of a cancer stem cell in human brain tumors. Cancer Res 63: 5821-5828. 
 
Sotelo-Avila C and Bale PM (1994). Subdermal fibrous hamartoma of infancy: pathology of 
40 cases and differential diagnosis. Pediatr Pathol 14: 39-52. 
 
Stern C, Kazmierczak B, Thode B, Rommel B, Bartnitzke S, Dal Cin P, Van De Ven W, Van 
Den Berghe H and Bullerdiek J (1991). Leiomyoma cells with 12q15 aberrations can be 
transformed in vitro and show a relatively stable karyotype during precrisis period. Cancer 





Stewart EA and Nowak RA (1996). Leiomyoma-related bleeding: a classic hypothesis 
updated for the molecular era. Hum Reprod Update 2: 295-306. 
 
Suo G, Sadarangani A, Lamarca B, Cowan B and Wang JYJ (2009). Murine Xenograft Model 
for Human Uterine Fibroids: An In Vivo Imaging Approach. Reproductive Sciences 16: 827-
842. 
 
Szotek PP, Chang HL, Zhang L, Preffer F, Dombkowski D, Donahoe PK and Teixeira J (2007). 
Adult Mouse Myometrial Label-Retaining Cells Divide in Response to Gonadotropin 
Stimulation. STEM CELLS 25: 1317-1325. 
 
Tan BT, Park CY, Ailles LE and Weissman IL (2006). The cancer stem cell hypothesis: a work 
in progress. Laboratory Investigation 86: 1203-1207. 
 
Tanwar PS, Lee HJ, Zhang L, Zukerberg LR, Taketo MM, Rueda BR and Teixeira JM (2009). 
Constitutive activation of Beta-catenin in uterine stroma and smooth muscle leads to the 
development of mesenchymal tumors in mice. Biol Reprod 81: 545-552. 
 
Taylor HS (2004). Endometrial cells derived from donor stem cells in bone marrow 
transplant recipients. JAMA 292: 81-85. 
 
Townsend DE, Sparkes RS, Baluda MC and Mcclelland G (1970). Unicellular histogenesis of 
uterine leiomyomas as determined by electrophoresis by glucose-6-phosphate 
dehydrogenase. Am J Obstet Gynecol 107: 1168-1173. 
 
Valent P, Bonnet D, De Maria R, Lapidot T, Copland M, Melo JV, Chomienne C, Ishikawa F, 
Schuringa JJ, Stassi G, Huntly B, Herrmann H, Soulier J, Roesch A, Schuurhuis GJ, Wohrer S, 
Arock M, Zuber J, Cerny-Reiterer S, Johnsen HE, Andreeff M and Eaves C (2012). Cancer 
stem cell definitions and terminology: the devil is in the details. Nat Rev Cancer 12: 767-775. 
 
Van De Wetering M, Sancho E, Verweij C, De Lau W, Oving I, Hurlstone A, Van Der Horn K, 
Batlle E, Coudreuse D, Haramis AP, Tjon-Pon-Fong M, Moerer P, Van Den Born M, Soete G, 
Pals S, Eilers M, Medema R and Clevers H (2002). The beta-catenin/TCF-4 complex imposes 
a crypt progenitor phenotype on colorectal cancer cells. Cell 111: 241-250. 
 
Verschraegen CF, Hu W, Du Y, Mendoza J, Early J, Deavers M, Freedman RS, Bast RC, 
Kudelka AP, Kavanagh JJ and Giovanella BC (2003). Establishment and Characterization of 
Cancer Cell Cultures and Xenografts Derived from Primary or Metastatic Mullerian Cancers. 





Vikhlyaeva EM, Khodzhaeva ZS and Fantschenko ND (1995). Familial predisposition to 
uterine leiomyomas. Int J Gynaecol Obstet 51: 127-131. 
 
Visvader JE and Lindeman GJ (2008). Cancer stem cells in solid tumours: accumulating 
evidence and unresolved questions. Nat Rev Cancer 8: 755-768. 
 
Visvader JE (2011). Cells of origin in cancer. Nature 469: 314-322. 
 
Voskoglou-Nomikos T, Pater JL and Seymour L (2003). Clinical predictive value of the in vitro 
cell line, human xenograft, and mouse allograft preclinical cancer models. Clin Cancer Res 9: 
4227-4239. 
 
Walker CL, Hunter D and Everitt JI (2003). Uterine leiomyoma in the Eker rat: A unique 
model for important diseases of women. Genes, Chromosomes and Cancer 38: 349-356. 
 
Walker CL and Stewart EA (2005). Uterine fibroids: the elephant in the room. Science 308: 
1589-1592. 
 
Walker JM (1994). The bicinchoninic acid (BCA) assay for protein quantitation. Methods Mol 
Biol 32: 5-8. 
 
Wang X, Kruithof-De Julio M, Economides KD, Walker D, Yu H, Halili MV, Hu YP, Price SM, 
Abate-Shen C and Shen MM (2009). A luminal epithelial stem cell that is a cell of origin for 
prostate cancer. Nature 461: 495-500. 
 
Wei JJ, Zhang XM, Chiriboga L, Yee H, Perle MA and Mittal K (2006). Spatial differences in 
biologic activity of large uterine leiomyomata. Fertil Steril 85: 179-187. 
 
Wilcox LS, Koonin LM, Pokras R, Strauss LT, Xia Z and Peterson HB (1994). Hysterectomy in 
the United States, 1988-1990. Obstet Gynecol 83: 549-555. 
 
Willert K, Brown JD, Danenberg E, Duncan AW, Weissman IL, Reya T, Yates JR, 3rd and 
Nusse R (2003). Wnt proteins are lipid-modified and can act as stem cell growth factors. 





Xu Q, Yuan X, Tunici P, Liu G, Fan X, Xu M, Hu J, Hwang JY, Farkas DL, Black KL and Yu JS 
(2009). Isolation of tumour stem-like cells from benign tumours. Br J Cancer 101: 303-311. 
 
Ye CJ, Liu G, Bremer SW and Heng HH (2007). The dynamics of cancer chromosomes and 
genomes. Cytogenet Genome Res 118: 237-246. 
 
Yeung RS, Xiao GH, Jin F, Lee WC, Testa JR and Knudson AG (1994). Predisposition to renal 
carcinoma in the Eker rat is determined by germ-line mutation of the tuberous sclerosis 2 
(TSC2) gene. Proc Natl Acad Sci U S A 91: 11413-11416. 
 
Yu JJ, Robb VA, Morrison TA, Ariazi EA, Karbowniczek M, Astrinidis A, Wang C, Hernandez-
Cuebas L, Seeholzer LF, Nicolas E, Hensley H, Jordan VC, Walker CL and Henske EP (2009). 
Estrogen promotes the survival and pulmonary metastasis of tuberin-null cells. Proceedings 
of the National Academy of Sciences 106: 2635-2640. 
 
Zbuk KM and Eng C (2007). Hamartomatous polyposis syndromes. Nat Clin Pract 
Gastroenterol Hepatol 4: 492-502. 
 
Zhang Q, Yamaza T, Kelly AP, Shi S, Wang S, Brown J, Wang L, French SW and Le AD (2009). 
Tumor-like stem cells derived from human keloid are governed by the inflammatory niche 
driven by IL-17/IL-6 axis. PLoS ONE 4: e7798. 
 
Zhang S, Balch C, Chan MW, Lai H-C, Matei D, Schilder JM, Yan PS, Huang TH-M and 
Nephew KP (2008). Identification and Characterization of Ovarian Cancer-Initiating Cells 
from Primary Human Tumors. Cancer Research 68: 4311-4320. 
 
Zhou S, Yi T, Shen K, Zhang B, Huang F and Zhao X (2011). Hypoxia: the driving force of 
uterine myometrial stem cells differentiation into leiomyoma cells. Med Hypotheses 77: 985-
986. 
 
Zhu AJ and Watt FM (1999). beta-catenin signalling modulates proliferative potential of 
human epidermal keratinocytes independently of intercellular adhesion. Development 126: 
2285-2298. 
 
Zurawel RH, Chiappa SA, Allen C and Raffel C (1998). Sporadic medulloblastomas contain 






In der folgenden Übersicht sind die der vorliegenden Arbeit zugrunde liegenden 
Publikationen in der Reihenfolge, in der sie im Ergebnisteil erscheinen, aufgeführt: 
 
I 
Drosch M, Bullerdiek J, Zollner TM, Prinz F, Koch M, Schmidt N (2013). A novel 
mouse model that closely mimics human uterine leiomyomas. Fertil Steril. 99:927-
935.  
Eigenanteil: Planung, Organisation und Durchführung der Studie. Verfassen des 
Artikels zusammen mit N. Schmidt und M.Koch. 
 
II 
Drosch M, Schmidt N, Markowski DM, Zollner TM, Koch M and Bullerdiek J 
(2014). The CD24hi smooth muscle cell subpopulation is the predominant fraction in 
uterine fibroids. Mol Hum Repr, 21. März 2014, Epub. 
Eigenanteil: Planung, Organisation und Durchführung der Studie mit Ausnahme der 
zytogenetischen Untersuchungen und Mutationsanalysen. Verfassen des Artikels 






Mein ganz besonderer Dank gilt Herrn Prof. Dr. Jörn Bullerdiek für sein Engagement 
beim Entstehen dieser Arbeit, seine Betreuung aus der Ferne und seine moralische 
Unterstützung. 
  
In gleichem Maße möchte ich mich auch bei Dr. Markus Koch und Dr. Nicole 
Schmidt bedanken, besonders die stete Diskussions- und Hilfsbereitschaft haben 
maßgeblich zum Gelingen dieser Arbeit beigetragen. 
 
Auch möchte ich mich ganz herzlich bei PD Dr. Thomas Zollner für die angenehme 
Zeit bei TASIP, seine vielfältige Unterstützung und dafür bedanken, dass er mir 
ermöglichte diese Arbeit bei der Bayer Pharma AG anfertigen zu können. 
 
Ein besonderer Dank gilt Herrn Prof. Dr. Dotzauer für die bereitwillige Annahme 
des Koreferats.  
 
Meinen ehemaligen „Büro-Mitbewohnern“ und Freunden Tobias Gorges, Stefanie 
Schoepe und Christine Stock danke ich für die sehr schöne gemeinsame Zeit. Den 
Bremer Kollegen Dr. Dominique Markowski und Dr. Gazanfer Belge, die, wenn wir 
uns auch meist nur selten gesehen haben, immer freundlich und unterstützend 
waren. 
 
Einen herzlichen Dank widme ich auch Dr. Ina Groeticke und meinen Kollegen aus 
der Ausbildungsabteilung für die angenehmen Gespräche und die vielen 
motivierenden und aufmunternden Gesten. Auch meiner „neuen“ Abteilung sei an 
dieser Stelle für Ihre Unterstützung und für ihr Verständnis während der letzten 
Wochen gedankt.  
 
Jörg Engels, Thomas Hegendörfer und Dr. Jenny Geserick haben mich nicht nur 
durch Ihre langjährige Freundschaft unterstützt sondern auch durch Ihre 
Hilfestellung in fachlichen und grammatischen Fragen oder bei dem allgemeinen 
Wahnsinn im Umgang mit Word zum Gelingen dieser Arbeit beigetragen, wofür ich 
Ihnen herzlichst danke.  
 
Mein größter Dank gilt meinen Eltern, Karl und Sigrun Drosch, meiner Großmutter, 
Mechthild Leschhorn, meinem Bruder Matthias und vor allem Fabian. Ihre 
liebevolle, aber auch finanzielle Unterstützung, die motivierenden Worte und Ihr 
unerschütterliches Vertrauen in mich, haben das Gelingen dieser Arbeit erst 
ermöglicht. 
 
